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1. CROMATINA Y hSNF5 
 
1.1 Estructura de la cromatina 
 
 Dentro del núcleo celular eucariótico el DNA se encuentra empaquetado en una 
estructura altamente organizada y dinámica denominada cromatina. La unidad básica de 
la cromatina es el nucleosoma (Kornberg, 1974), formado por un octámero de histonas, 
constituido por dos subunidades de cada una de las cuatro histonas nucleosómicas H2A, 
H2B, H3 y H4, y alrededor del cual se enrollan 147 pb de DNA en forma de super-
hélice levógira (Luger et al., 1997; Richmond et al., 1984). Las histonas son pequeñas 
proteínas básicas que se encuentran altamente conservadas a lo largo de la evolución. 
Cada una de ellas presenta una región amino terminal desestructurada denominada cola 
amino terminal y un dominio central que presenta un plegamiento globular 
característico. En el caso de las histonas H2A y H2B, tras el dominio globular aparece 
otra cola corta desestructurada que se denomina cola carboxilo terminal. Ambas colas se 
proyectan hacia el exterior de los nucleosomas, proporcionando estabilidad y mediando 
la interacción con otras proteínas o con los nucleosomas adyacentes (Luger et al., 1997; 
Arents y Moudrianakis, 1995). Los nucleosomas se encuentran separados entre sí por un 
fragmento de DNA denominado DNA espaciador al que se une un quinto tipo de 
histona, denominada histona H1, en el punto de entrada y salida del DNA. 
 
El primer nivel de compactación post-nucleosomal lo constituye  la fibra de 11 
nm de diámetro o “collar de cuentas” (Olins y Olins, 1974; Finch y Klug, 1976). A 
partir de este nivel de condensación se producen órdenes de compactación superiores 
desde la fibra de 30 nm de diámetro (Tremethick, 2007; Grigoryev y Woodcock, 2012), 
hasta alcanzar el estado de cromosoma metafásico (Nishino et al., 2012). Sin embargo, 
tras 30 años de investigación, aún no se conoce con exactitud la configuración exacta de 
estas estructuras de mayor orden (Pepenella et al., 2013; Adkins et al., 2004; Smith y 
Peterson, 2005). Dentro del núcleo eucariótico la cromatina puede presentarse en dos 
estados fundamentales, eucromatina y heterocromatina, según el grado de 
compactación, funcionalidad y bioquímica (Adkins et al., 2004). 
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1.2 Remodelado de la cromatina: el complejo SWI/SNF 
 
El elevado grado de condensación presentado por la cromatina representa un 
obstáculo para la transcripción, la replicación, la recombinación y la reparación. Sin 
embargo, la cromatina es una estructura altamente dinámica pues mediante su 
remodelado múltiples procesos bioquímicos modifican su estructura provocando un 
cambio en la accesibilidad de las maquinarias enzimáticas implicadas en el metabolismo 
del DNA (Aalfs y Kingson, 2000; Loidl, 2001). 
 
Se han propuesto tres mecanismos que cooperan en la célula regulando la 
estructura de la cromatina. El primero, conlleva el intercambio de las histonas canónicas 
por otras variantes histónicas que llevarían a cabo funciones especializadas (Vardabasso 
et al., 2013; Chen  et al., 2013). El segundo, implica modificaciones covalentes de los 
residuos de las colas de las histonas que actuarían a modo de código permitiendo el 
reclutamiento de ciertas proteínas a la cromatina, (Jenuwein y Allis, 2001; Kouzarides, 
2007; Arnaudo y Garcia, 2013). El tercero, modifica la disposición y estructura de los 
nucleosomas mediante complejos que remodelan la cromatina utilizando para ello la 
energía obtenida a partir de la hidrólisis del ATP (Wilson y Roberts, 2011; Hargreaves y 
Crabtree, 2011). 
 
Los complejos remodeladores de cromatina son complejos multiproteicos que 
utilizan la energía procedente de la hidrólisis del ATP para desestabilizar las 
interacciones entre el DNA y el octámero de histonas (Fan et al., 2003; Saha et al., 
2006; Wilson y Roberts, 2011; Hargreaves y Crabtree, 2011). Pese a su diversidad 
estructural y funcional, todos albergan como subunidad catalítica una ATPasa 
dependiente de DNA de la familia SNF2, perteneciente a la superfamilia II de helicasas 
(Eisen et al., 1995; Singleton y Wigley, 2002). El resto de subunidades de las que se 
componen median su interacción con la cromatina, regulan la actividad catalítica de las 
subunidades ATPasas, o bien están implicadas en otras funciones más especializadas, 
como la interacción con otras proteínas remodeladoras o factores de transcripción. En 
algunos casos participan en la interacción con la matriz nuclear, así como en el 
ensamblaje y estabilización de los complejos (Hogan y Varga-Weisz, 2007).  
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El complejo SWI/SNF fue descubierto por dos grupos de manera independiente, 
a raíz de un conjunto de mutaciones que afectaban a la expresión de los genes SUC2 y 
HO en la levadura Saccharomyces cerevisiae (S.cerevisiae). El gen SUC2 codifica una 
invertasa necesaria para que la levadura utilice la sacarosa como fuente de carbono 
(Neigeborn y Carlson, 1984; Abrams et al. 1986) mientras que el gen HO codifica una 
endonucleasa necesaria para el cambio de sexo (“switching”) de este organismo (Egel et 
al., 1984). Por este motivo, a estos genes se les denominó SWI (“switch deficient”) y 
SNF (“sucrose non-fermenting”), respectivamente. Análisis posteriores revelaron que 
varios de los genes hallados en cada uno de los anteriores estudios codificaban proteínas 
que formaban parte de un mismo complejo multiprotéico (Abrams et al., 1986). 
Estudios bioquímicos y genéticos demostraron que este complejo afectaba a la 
transcripción de numerosos genes provocando cambios en la estructura nucleosomal de 
la cromatina (Hirschhorn et al., 1992; Cairns et al., 1994; Cote et al., 1994; Peterson et 
al., 1994). El descubrimiento de este complejo llevó a la identificación posterior de 
otros, involucrados también en la remodelación de la cromatina.  
 
Actualmente estos complejos remodeladores dependientes de ATP pueden 
agruparse en cinco familias en base a la composición de subunidades y su actividad 
bioquímica: SWI/SNF, ISWI, INO80, SWR1 y NURD/Mi2/CHD. La familia SWI/SNF 
se encuentra conservada evolutivamente desde levaduras hasta humanos (Tabla 1) 
(Hargreaves y Crabtree, 2011). Todos estos complejos multiprotéicos presentan una 
estructura similar compuesta por una subunidad ATPasa catalítica, un núcleo formado 
por proteínas altamente conservadas, y un número variable de subunidades accesorias 
que podrían mediar el ensamblaje de dicho complejo, su interacción con otras proteínas 
y su especificidad funcional.  
 
 En levaduras, dos complejos remodeladores conforman la familia SWI/SNF, el 
complejo SWI/SNF (denominado ySWI/SNF) y el complejo RSC (“Remodel the 
Structure of Chromatin”). Además de la subunidad ATPasa (Swi2/Snf2), el núcleo 
funcional del complejo ySWI/SNF está formado por dos subunidades conservadas, 
Swi3 y Snf5 (Phelan et al., 1999; Smith et al., 2003). El complejo RSC contiene una 
subunidad ATPasa paráloga a Swi2/Snf2 denominada Sth1, dos subunidades idénticas 
al complejo ySWI/SNF, Arp7 y Arp9 (“Actin related proteins”), y varias subunidades 
homólogas (Cairns et al., 1996). Estudios genéticos indican que ambos complejos 
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implicados en regulación génica, desempeñan funciones especializadas no redundantes 
(Hargreaves y Crabtree, 2011).  
 
En mamíferos, BRG1 (“Brahma Related Gene 1”) o hBRM (“human Brahma”) 
constituyen la subunidad ATPasa del complejo BAF (“BRG1/hBRM Associated 
Factor”), que junto con las proteínas SNF5, BAF155 y BAF170 forman el núcleo de 
complejo y las proteínas BAF53, BAF57, BAF180, entre otras, constituyen las 
subunidades accesorias. Recientemente se han identificado nuevas subunidades de este 
complejo (Bcl7a, b, c, Bcl11a, b, Brd9 y SS18 (Kadoch et al., 2013). Los complejos 
remodeladores de la familia SWI/SNF de mamíferos y moscas  han perdido y ganado 
subunidades en respuesta a cambios en la regulación epigenética que acompañan a la 
multicelularidad. Aunque quizás lo más significativo resida en la expansión de las 
familias génicas que codifican subunidades homólogas en BAF, frente al monomórfico 
complejo ySWI/SNF (Tabla 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
LEVADURA MOSCA HUMANO 
ySWI/SNF RSC BAP BAF 
Swi2/Snf2* Sth1* BRM* BRG1/SMARCA4* o 
hBRM/SMARCA2* 
 
--- 
 
--- 
OSA/eyelid o 
BAF170 
BAF250a/ARID1A o 
BAF250b/ARID1B o 
BAF200/ARID2** 
--- Rsc1,2,4 Polibromo BAF180** 
Swi3 Rsc8 MOR/BAP155 BAF155/SMARCC1 y/o 
BAF170/SMARCC2 
 
Swp73 
 
Rsc6 
 
BAP60 
BAP60a/SMARCD1 o 
BAP60b/SMARCD2 o 
BAP60c/SMARCD3 
Arp7,9 BAF55 o BAP47 BAF53a o b 
Snf5 Sfh1 SNR1/BAP45 BAF47/hSNF5/SMARCB1/INI1 
--- --- SYAP BAF45a,b,c o d 
--- --- BAP111/dalao BAF57/SMARCE1 
--- ---                   β-Actina 
Swi1/Ard6, Swp82, 
Taf14,Snf6, Snf1 
Rsc3,5,7,9,10,30, 
Htl1,Lbd7,Rtt102 
--- Brd7**,9 
Tabla  1. El complejo SWI/SNF 
Se muestran los complejos de la familia SWI/SNF en levadura, mosca y humano. Las subunidades 
homólogas se agrupan horizontalmente. Las diferentes nomenclaturas se encuentran separadas por barras 
oblicuas (/). BAF es utilizado para factores asociados a BRG1/BRM en mamíferos. SMARC (“SWI/SNF 
Related, Actin containing, Regulators of Chromatin”). *subunidad ATPasa. * *ARID2, BAF180, y Brd7 son 
subunidades propuestas del complejo PBAF. Modificado de Hargreaves y Crabtree, 2011. 
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Mientras el complejo SWI/SNF en levaduras se une casi exclusivamente a 
promotores desplazando nucleosomas con su consecuente activación, los complejos 
BAF se encuentran generalmente en promotores y “enhancers” activando o reprimiendo 
genes. Además estos complejos son polimórficos, gracias al ensamblaje combinatorio 
de las isoformas de cada subunidad del complejo, por lo que poseen mayor diversidad 
funcional. Hasta la fecha, este mecanismo ha sido encontrado únicamente en 
vertebrados, posiblemente reflejando el incremento del número de genes efectivos o 
patrones de regulación génica durante el desarrollo. 
 
 
1.3 Cáncer asociado al complejo SWI/SNF 
 
En mamíferos, el complejo SWI/SNF representa una conexión entre el 
remodelado de la cromatina y la supresión tumoral. Estudios recientes han revelado que 
sorprendentemente, el 19,6 % de los tumores encontrados en humanos presentan 
mutaciones en subunidades de este complejo (Kadoch et al., 2013). La primera 
subunidad de un complejo remodelador de la cromatina, implicada en el inicio y el 
desarrollo de tumores fue hSNF5 (Versteege et al., 1998). Inactivaciones bialélicas en 
este gen dan lugar a tumores extremadamente agresivos denominados tumores 
rabdoides, además de originar otro tipo de tumores. Sin embargo, hSNF5 no es la única 
subunidad del complejo involucrada en cáncer (Romero y Sánchez-Céspedes, 2013; 
Kadoch et al., 2013). BRG1 se encuentra mutado sobre todo en melanomas, 
meduloblastomas, cáncer de pulmón, ovárico, colorectal y pancreático (Medina et al., 
2004; Blanco et al., 2009; Rodriguez-Nieto et al., 2011; Kadoch et al., 2013). hBRM, 
sobre todo en cáncer colorectal y de pulmón. Mutaciones en el gen ARID1A se han 
identificado en un gran número de carcinomas de ovario, gástricos, hepatocelulares, de 
vesícula biliar o melanomas. También se han descrito mutaciones en el gen que codifica 
la subunidad BAF180 en numerosos carinomas renales.  
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1.4 hSNF5: origen y estructura 
 
Los primeros indicios  de la existencia de SNF5 datan de 1984. Su identificación 
a raíz de un conjunto de mutaciones en  la levardura S.cerevisiae incapaces de fermentar 
la sacarosa llevó a darle el nombre de SNF5 (“Sucrose Non-Fermenting gene number 
5”) (Neigeborn y Carlson, 1984). Análisis genéticos posteriores revelaron que SNF5 y 
otros cuatro genes requeridos para la fermentación de la sacarosa (genes SNF) o 
involucrados en el cambio de sexo (genes SWI) mostraron un comportamiento similar 
cuando fueron mutados o delecionados (Winston y Carlson, 1992; Carlson y Lauren, 
1994). Este hecho permitó formular una hipótesis en la que los productos de estos genes 
formaban un complejo multiprotéico, el complejo SWI/SNF (apartado 1.2) (Cairns et 
al., 1994; Peterson et al., 1994) involucrado en reestructurar la cromatina (Kruger y 
Herskowitz, 1991; Hirschhorn et al., 1992; Kruger et al., 1995). Su ortólogo humano, 
INI1 (“Integrase Interactor 1”), fue originalmente identificado por dos grupos. Uno, lo 
clonó como homólogo a la proteína SNF5 descubierta en levaduras (Muchardt et al., 
1995) mientras que el otro grupo la identificó gracias a su interacción con la INtegrasa 
(IN) del Virus de la Inmunodeficiencia Humana tipo 1 (HIV-1) en un ensayo de doble 
híbrido (Kalpana et al., 1994). Tras su identificación como componente del complejo 
BAF, se le atribuyó el nombre de BAF47 debido a su peso molecular (Wang et al., 
1996). Posteriormente, el comité de nomenclatura genética le confirió el nombre de 
SMARCB1 (“SWI/SNF related, Matrix associated, Actin dependent Regulator of 
Chromatin, subfamily B, member 1”).  En esta tesis se utilizará el nombre de hSNF5. 
  
hSNF5 presenta un elevado grado de conservación en todas las variantes de la 
familia SWI/SNF (Tabla 1, página 18). Se cree que la función de hSNF5 en el complejo 
reside en mediar el reclutamiento del mismo a sitios específicos gracias a su capacidad 
para interaccionar con otras proteínas. El gen hSNF5, compuesto por 9 exones, codifica 
una proteína de 385 aminoácidos, aunque se han identificado varias isoformas. El 
análisis de la estructura de la proteína (Figura 1) muestra la existencia de un posible 
dominio de cremallera de leucinas en el extremo amino terminal (Nt) de la proteína, 
seguido de dos repeticiones altamente conservadas (Rpt1 y Rpt2) (Morozov et al., 1998) 
y una región carboxilo terminal moderadamente conservada en todos los homólogos con 
un dominio “coiled-coil” (HR3: “Homology región 3”). Rpt1 (R1), está involucrada en 
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la interacción con otras proteínas mientras que aún se desconoce la función específica 
de Rpt2 (R2). A través de R1 hSNF5 interacciona con IN estimulando la integración del 
HIV en el genoma. Las proteínas de la familia ALL1/hTRX/MLL, implicadas en 
activación génica, también interaccionan con hSNF5 (Rozenblatt-Rosen et al., 1998), al 
igual que la proteína nuclear del virus Epstein-Barr (EBNA2) fosforilada (Wang et al., 
1996). C-MYC, que requiere al complejo SWI/SNF para su función transactivadora 
(Cheng et al., 1999), y GADD34, implicada en parada del crecimiento celular y 
apoptosis en respuesta a daño en el DNA, también interaccionan con hSNF5 (Adler et 
al., 1999; Wu et al., 2002). 
 
 
 
 
 
En 2002, Craig y colaboradores (Craig et al., 2002) sugirieron la existencia de 
una Secuencia de Localización Nuclear (NLS) en sus primeros 130 aminoácidos, que 
conferiría localización nuclear a hSNF5. Además, estos investigadores identificaron en 
el domino Rpt2 una Secuencia de Exporte Nuclear (NES) 
(
263
IIKLNIHVGNISLVDQ
278
) capaz de interaccionar con la hCRM1/exportina1, una 
proteína de la familia de las carioferinas-β (King et al., 2006) que media el exporte del 
núcleo al citoplasma. A pesar de presentar ambas secuencias, hSNF5 localiza 
intensamente en el núcleo celular en condiciones normales de cultivo. Basándose en la 
existencia de estas secuencias y en la localización celular revelada mediante técnicas 
inmunohistoquímicas, Craig y colaboradores postularon un modelo en el que la proteína 
contenía una NES inactiva, bloqueada u oculta. La proteína presentaría localización 
exclusivamente nuclear salvo en ocasiones en la que la NES quedara expuesta tras un 
Nt R1 R2 HR3
hSNF5
263(IIKLNIHVGNISLVDQ)278
NES
1 385 aa
NLS
2 kb
1      2  3   4      5            6         7        8    9
DNA
Proteína
Figura 1. Análisis de los dominios de hSNF5. hSNF5 está codificada por nueve exones. La proteína presenta 
una región amino terminal (Nt), dos repeticiones altamente conservadas, Rpt1 (R1) y Rpt2 (R2), y una región 
conservada en todos los homólogos (HR3). Se muestra la localización de la posible Secuencia de Localización 
Nuclear (NLS) y de la Secuencia de Exporte Nuclear (NES) descrita (Craig et al., 2002). aa: aminoácidos.   
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estímulo desconocido que provocaría un cambio de conformación o en la interacción 
con cierta/s proteína/s. 
 
La presencia de una NES concuerda con la primera evidencia de la existencia de 
hSNF5 en el citoplasma, obtenida en 2001 (Turelli et al., 2001). Los experimentos 
realizados muestran que hSNF5 es exportada transitoriamente al citoplasma tras 
infección por HIV-1 (Figura 2). Tras 30 min de la inoculación de células HeLa con 
HIV-1, la proteína GFP-hSNF5 localiza mayoritariamente en núcleo y mínimamente en 
el citoplasma. Presumiblemente, transcurrido este tiempo ninguna proteína viral ha 
alcanzado el núcleo. Tras 2 h, GFP-hSNF5 localiza mayoritariamente en el citoplasma 
en forma de áreas punteadas, mientras que a las 4-6 h vuelve a relocalizar de nuevo en 
el núcleo. Estos investigadores sugieren que el exporte es inducido por la entrada de las 
partículas virales, sin necesidad de la presencia de IN. 
 
 
 
 
 
1.5 Tumores rabdoides  
 
Los tumores rabdoides se definen como neoplasias extremadamente agresivas y 
letales originadas antes de los 4 años de edad. Se desarrollan principalmente en el 
cerebro y la médula espinal (referidos como tumores Rabdoides Teratoides Atípicos 
(AT/RTs)) (Rorke et al., 1995; Burger et al., 1998), riñón y tejidos blandos 
(denominados Tumores Rabdoides Malignos (MRTs) o tumores rabdoides 
extrarrenales) (Biegel et al., 2006). Descubiertos y definidos en primera instancia como 
una variante rabdomiosarcomatoide del tumor de Wilms (Beckwith y Palmer, 1978), los 
MRTs y posteriormente los AT/RTs (Biggs et al., 1987) fueron clasificados como 
30 min. 2 h. 4 h. 6 h.C
G
F
P
-h
S
N
F
5
HIV-1
Figura 2. Cinética de la distribución núcleo citoplasma de GFP-hSNF5 en células HeLa infectadas con el 
Virus de la Inmunodeficiencia Humana tipo 1 (HIV-1). C: células no tratadas. Tiempos tras la inoculación: 30 
minutos (min), 2, 4 y 6 horas (h). Adaptado de Turelli et al., 2001. 
  
23 
 
entidades distintas y el término rabdomiosarcomatoide se redujo a rabdoide (Rorke et 
al., 1995; Kleihues et al., 2002; Tomlinson et al., 2005). De histogénesis desconocida, 
se cree que podrían producirse a partir de una célula madre de la cresta neural (Gadd et 
al., 2010). El índice de supervivencia ronda los 2 años para el 15% de los infantes que 
lo padecen. 
 
Los tumores rabdoides presentan una apariencia histológica bastante variable. La 
mayoría contienen al menos algunas zonas compuestas por células con fenotipo 
rabdoide (indiferenciadas, con inclusiones citoplásmicas eosinófilas, cromatina 
descondensada y un gran nucléolo) y áreas formadas por células indiferenciadas 
pleomórficas o en forma de huso sin fenotipo rabdoide. Los AT/RTs muestran una 
variedad de células mesenquimales o epiteliales neuroectodérmicas primitivas, 
característica que hace difícil diferenciarlos de otros tumores neuroectodérmicos 
primitivos o carcinomas de plexo coroideo (Rorke et al., 1995,1996; Burger et al., 
1998). Sin embargo, la existencia de fenotipo rabdoide no es criterio suficiente para 
realizar un diagnóstico diferencial, pues estas células pueden formar parte de una gran 
variedad de tumores. Para un mejor diagnóstico se utilizan técnicas 
inmunohistoquímicas basadas en la expresión de actina del músculo liso, antígenos de 
membrana epitelial y vimentina, y la carencia de la proteína hSNF5 (Judkins et al., 
2004). 
 
Inicialmente, el desarrollo de este tipo de tumores fue asociado con monosomía 
del cromosoma 22, y posteriormente, deleciones y translocaciones involucraron a la 
región 11.2, localizada en el brazo largo del cromosoma 22 (22q11.2) (Biegel et al., 
1990; Douglass et al., 1990). Estudios posteriores identificaron al gen hSNF5 como 
origen molecular común a los tumores rabdoides (Biegel et al., 1999; Sévenet et al., 
1999), describiéndosele como un gen supresor tumoral. Las mutaciones o deleciones en 
la línea germinal (~25% de los casos) aparecen de novo en la mayoría de los pacientes, 
sin ser sus padres portadores, predisponiendo al desarrollo de uno o más tumores 
(Taylor et al., 2000; Janson et al., 2006; Swensen et al., 2009). Las alteraciones 
genéticas en células somáticas directamente  provocan su desarrollo (~75% de los casos)  
(Versteege et al., 1998; Biegel et al., 1999, 2002, 2006; Sévenet et al., 1999; Jackson et 
al., 2007, 2009; Kordes et al., 2010; Eaton  et al., 2011; Dufour et al., 2012).  
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Las alteraciones genéticas analizadas en los tumores rabdoides llevan a la 
inactivación de ambas copias por pérdida de heterozigosidad (inactivación bialélica) de 
hSNF5. La mayoría son mutaciones puntuales o cambios en la pauta de lectura en la 
secuencia codificadora que provocan un nuevo codón de “STOP”  que dará lugar a una 
proteína truncada. Hay algunas zonas propensas a mutación o “puntos calientes” en 
hSNF5. En relacióna a esto, dos mutaciones parecen ser específicas y estar presentes en 
la gran mayoría de AT/RT de origen somatico: (1) la deleción de una citosina o 
guanidina en el codón 382 del exón 9 que daría lugar a un cambio en la pauta de lectura 
traduciéndose en la adición de 96 aminoácidos más al extremo carboxilo terminal de la 
proteína, y (2) una mutación en el exón 5 (c.601C>T) (Biegel et al., 1990, 2002, 
Versteege et al., 1998; Judkins et al., 2004; Jackson et al., 2009; Eaton  et al., 2011). En 
la gran mayoría de tumores primarios estas alteraciones genéticas causan ausencia de la 
proteína, pues probablemente ésta o el mensajero de RNA sean inestables. Sin embargo, 
en algunos tumores rabdoides no existe mutación de secuencia ni metilación de la 
región promotora de hSNF5 (Zhang et al., 2002; Frühwald et al., 2006; Bourdeaut et al., 
2007). Quizás ciertas reordenaciones genéticas, modificaciones epigenéticas o un 
incluso una alteración genética en otro gen induzcan la formación del tumor. 
 
Diferentes estudios genéticos han demostrado que no existen alteraciones 
genéticas más allá de la de hSNF5 en los MRTs, indicando la importancia de su carencia 
y revelando su papel como supresor tumoral (Jackson et al., 2009; Lee et al., 2012; 
Hasselblatt et al., 2013). Sin embargo, las alteraciones en hSNF5 no son exclusivas de 
los MRTs (Bourdeaut et al., 2007; Wilson y Roberts, 2011). Casos de sarcoma 
epitelioide (Modena et al., 2005; Hornick et al., 2009), hepatoblastomas (Trobaugh-
Lotario et al., 2009), schannomatosis familiar (Hulsebos et al., 2007; Boyd et al., 2008) 
y sarcomas indiferenciados (Kreiger et al., 2009) presentan inactivación homocigota de 
hSNF5 en un 55, 35, 36 y 29 % de los casos, respectivamente. Un pequeño porcentaje 
(<8%) de los casos de condrosarcoma mixoide extraesquelético (Kohashi et al., 2008),  
meningiomas (Rieske et al., 2003; Christiaans et al., 2011) y cordomas poco 
diferenciados (Mobley et al., 2010) también presentan esta inactivación. 
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1.6 Mecanismos de supresión tumoral mediados por hSNF5 
  
 Tras el descubrimiento del origen molecular de los tumores rabdoides, varios 
grupos desarrollaron modelos de ratón modificados genéticamente que permitieron 
evidenciar la capacidad supresora tumoral de SNF5 en ratón (“mouse” SNF5 o mSNF5) 
(Klochendler-Yeivin et al., 2000; Roberts et al., 2000; Guidi et al., 2001). En estos 
estudios, ratones homocigotos nulos para SNF5 mostraron letalidad embrionaria en 
estado preimplatntatorio, mientras que los heterocigotos presentaron predisposición a 
desarrollar sarcomas agresivos (20% los desarrollaron tras 12 meses de vida), 
estrechamente relacionados con los MRTs en humanos (Roberts et al., 2000; 
Klochendler-Yeivin et al., 2000; Guidi et al, 2001). La inactivación bialélica 
condicional de mSNF5 provocó la aparición de linfomas y MRTs tras 11 semanas de 
vida. Una extraordinaria velocidad de desarrollo para la inactivación de un solo gen 
(Roberts et al., 2002) en comparación con el tiempo de desarrollo de tumores originados 
en ausencia de otros supresores de tumores. Por ejemplo, la deficiencia de p53 
combinada con Rb en heterocigosidad produce cáncer en 16 semanas, la pérdida de p53 
lo provoca en 20 semanas, y la ausencia de p16Ink4a, en 60 semanas (Harvey et al., 
1993; Williams et al., 1994; Serrano et al., 1996). El desarrollo agresivo de los tumores 
mostrado por los ratones heterocigotos para SNF5 en tan sólo 11 semanas demuestra el 
potente papel de esta proteína como supresora de tumores. 
 
Aunque no se conozcan con exactitud las vías por las que hSNF5 ejerce su 
supresión tumoral, se ha descrito su implicación en regulación del ciclo celular. Varios 
estudios han sugerido que hSNF5 regular la vía p16
INK4a
-CDK4/ciclina D-Rb-E2F, 
exhibiendo una actividad antiproliferativa (Figura 3) (Betz et al., 2002; Imbalzano y 
Jones, 2005; Tsikitis et al., 2005). La ausencia de hSNF5 provoca niveles reducidos de 
p16
INK4a
, incrementando la fosforilación de Rb (proteína necesaria para el tránsito G1-S 
y para la progresión de la fase S) por CDKs (CDK: quinasas dependientes de ciclina) y 
promoviendo la entrada en fase S por liberación del factor de transcripción E2F    
(Figura 3). Finalmente, el incremento en los niveles de E2F se correlaciona con un 
aumento de la expresión de genes dianas de E2F involucrados en proliferación, 
acompañado por aumento de niveles de p53 (Chai et al., 2005). Esto sugiere que la 
inactivación de hSNF5 conduce a una progresión aberrante del ciclo celular que 
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finalmente activaría puntos de control celular o “checkpoints” que conducirían a parada 
de ciclo y apoptosis, mediada en parte por p53. A pesar de existir una mayor 
proliferación asociada a estas vías, la pérdida de hSNF5 es letal en la mayoría de las 
células primarias (Isakoff et al., 2005; Klochendler-Yeivin et al., 2006). De hecho, la 
disrupción de checkopints vía inactivación de los supresores de tumores p53 y mSNF5 
resulta en un dramático sinergismo oncogénico causando tumores a las 3-4 semanas de 
vida en ratones condicionales respecto a las 11 semanas de desarrollo tumoral tras la 
deficiencia de mSNF5. Además, el hecho de que los tumores formados sean 
exclusivamente del tipo de los desarrollados en ratones deficientes en mSNF5 y no de 
los desarrollados por ausencia de p53, sugiere que el fenotipo mSNF5 es dominante y 
que la pérdida de p53 ayuda a acelerar el desarrollo del tumor en ausencia de hSNF5 
(Isakoff et al., 2005).  
 
 
 
 
 
 
 
La reintroducción de hSNF5 en células humanas derivadas de MRT induce 
morfología plana, cambios en el citoesqueleto de actina, acumulación de las células en 
G0/G1 y en algunos casos, senescencia celular y apoptosis (Ae et al., 2002; Versteege et 
al., 2002; Medjkane et al., 2004). Efectos que parecen estar mediados por la inhibición 
de la expresión de la ciclina D1 (Zhang et al., 2002; Tsikitis et al., 2005) o por la 
hSNF5
p16INK4a CDK4/ciclina D
E2F
Rb
E2F
Rb
P
P
+
E2F inactivo
Parada de la 
proliferación celular
E2F activo
Proliferación celular
SWI/SNF?
(A)
hSNF5
(B)
E2F activo
Rho A
Incremento 
migración
Bloqueo 
diferenciación
Interferón
Figura 3. Mecanismos de supresión tumoral mediados por hSNF5. (A) Regulación de la vía p16-
CDK4/ciclina D-Rb-E2F por hSNF5. Mediante el aumento en la expresión de p16INK4a e inhibición de la 
expresión de la ciclina D1, hSNF5 promueve la inactivación del factor de transcripción E2F por la proteína 
retinoblastoma (Rb). Las proteínas supresoras de tumores se muestran en azul. Adaptado de Imbalzano y Jones, 
2005. (B) Algunas de las rutas afectadas por la pérdida de hSNF5. Adaptado de Roberts y Biegel, 2009. 
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activación de la expresión de p16
INK4a 
(Oruetxebarria et al., 2004),  manteniéndose 
formado el complejo Rb-E2F (Betz et al., 2002), dando lugar a la disminución en la 
expresión de genes diana de E2F y finalmente a la parada de ciclo celular.  
 
Varios estudios cuyo objetivo residía en descubrir las bases moleculares de la 
gran capacidad invasiva y la naturaleza metastática de los tumores rabdoides, han 
identificado a hSNF5 como regulador del citoesqueleto de actina. hSNF5 regula 
factores de cambio de nucleótido de guanina (GEFs) y proteínas aceleradoras de la 
actividad GTPasa (GAPs) que controlan la actividad de la pequeña GTPasa RhoA y por 
tanto la arquitectura del citoesqueleto y la migración celular, de manera dependiente del 
complejo SWI/SNF. Por tanto, la pérdida de hSNF5 confiere un mayor potencial 
migratorio (Figura 3B) (Medjkane et al., 2004; Caramel et al., 2008). 
 
 hSNF5 también es necesario para la diferenciación, incluyendo diferenciación 
de hepatocitos in vivo (Gresh et al., 2005) y de adipocitos in vitro  ((b)Caramel et al., 
2008). Además, la pérdida de hSNF5 interfiere con la actividad de genes diana de 
interferón (Morozov et al., 2007). 
 
La inestabilidad genética causada por defectos en la reparación del DNA y en la 
respuesta a este daño es una característica común presentada por muchas células 
tumorales, aunque cambios epigenéticos también pueden contribuir a la transformación 
oncogénica. Por ello, si la ausencia de hSNF5 provoca inestabilidad cromosómica 
debida a defectos en la reparación del DNA o si defectos epigenéticos conducen a esta 
inestabiliad, ha sido objeto de estudio por parte de varios grupos. En relación a su 
implicación en la regulación del ciclo celular, Vries y colaboradores (Vries et al., 2005) 
sugirieron que hSNF5 podía estar involucrada en regulación del “checkpoint” mitótico y 
que su inactivación llevaría a poliploidía e inestabilidad cromosómica. Sin embargo, 
aunque la falta de diploidía es caracerística común de muchos tumores agresivos, las 
células de los tumores rabdoides son diploides y genéticamente estables. Detractores de 
la teoría de Vries y colaboradores exponen que hSNF5 no ejerce un papel en la 
reparación del DNA ni el mantenimiento de la integridad genética (McKenna et al., 
2008), a pesar de que varios estudios han sugerido que el complejo SWI/SNF está 
involucrado en reparación del DNA (Chai et al., 2005; Hara et al., 2002; Park et al., 
2006; Klochendler-Yeivin, 2006). La carencia de hSNF5 afectaría al control epigenético 
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de la expresión génica a través del complejo SWI/SNF (McKenna et al., 2008,2009). 
Sin embargo, la aparición  y el desarrollo del cáncer asociado a la pérdida de hSNF5 
quizás no pueda explicarse simplemente por la inactivación del complejo SWI/SNF 
(Doan et al., 2004), ya que aunque la alteración génica de ciertas de sus subunidades 
dan lugar a cáncer, ninguna de ellas produce el tipo de tumor tan agresivo en ausencia 
de hSNF5. Así, los tumores desarrollados por ratones deficientes en BRG1 son distintos 
a los desarrollados debido a la pérdida de SNF5, y en comparación con ambos, la 
inactivación de BRM provoca desregulación de ciclo celular pero no tumores (Reyes et 
al., 1998; Wilson y Roberts, 2011).  
 
Se ha descrito que los tumores rabdoides presentan una elevada expresión del 
protooncogen c-MYC y una baja expresión de BIN1/anfifisina-2. C-MYC controla el 
crecimiento celular y el desarrollo y regula la transformación  celular, la diferenciación 
y la apoptosis (Facchini y Penn, 1998), mientras que BIN1/anfifisina-2 es un supresor 
tumoral que ejerce su acción en parte interaccionando con C-MYC. El complejo 
SWI/SNF se une al promotor de c-MYC regulándolo (Nagl et al., 2006), mientras que 
hSNF5 interacciona directamente con C-MYC siendo requerida para su actividad 
transactivadora (Cheng et al., 1999). Quizás los elevados niveles de C-MYC en tumores 
rabdoides contribuyan a la oncogénesis en ausencia de hSNF5. El descenso en la 
expresión de BIN1/anfifisina-2 en tumores rabdoides en ausencia de alteración génica 
parece ser debido a la falta de reclutamiento del complejo SWI/SNF mediado por 
hSNF5 (McKenna et al., 2012). 
 
La contribución de este elevado número de interacciones a la transformación 
oncogénica in vivo aun no está clara. En conclusión, todos estos datos sugieren que 
hSNF5 regula vías necesarias para la correcta regulación del ciclo celular, la 
diferenciación y el citoesqueleto de actina, por lo que su pérdida puede conducir a un 
ciclo celular de actividad aberrante y a la formación de tumores. Aunque existen 
evidencias de que la supresión tumoral puede estar mediada por el complejo SWI/SNF 
(Figura 4) quizás existan vías mediadas exclusivamente por hSNF5 (Doan et al., 2004). 
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2 DINAMINA 
 
2.1 Historia de la dinamina 
 
La dinamina (DNM) fue descubierta hace más de 25 años como proteína de 
unión a microtúbulos (Paschal et al., 1987; Shpetner y Valle, 1989). La presencia en su 
secuencia de aminoácidos de tres elementos consenso característicos de proteínas de 
unión a GTP permitieron clasificarla dentro de la familia de las GTPasas (Obar et al., 
1990).  
 
Mucho antes de su descubrimiento en mamíferos, científicos de la Universidad 
British Columbia en Canadá observaron que a temperaturas no permisivas una mutación 
en el gen shibire (shi
ts
) de Drosophila melanogaster (D.melanogaster) provocaba una 
rápida e irreversible parálisis (Suzuki et al., 1971; Grigliatti et al., 1973). Estudios 
posteriores revelaron que la causa de esta parálisis se debía a la acumulación de 
vesículas endocíticas recubiertas por clatrina en la membrana plasmática presináptica de 
neuronas (Kosaka e Ikeda, 1983a; Koeing e Ikeda, 1989) y de células no neuronales 
(Kosaka e Ikeda, 1983b), en estado previo a su escisión. Este hecho puso de manifiesto 
el papel desempeñado por shibire en endocitosis. La elevada homología existente entre 
shibire y DNM (66% de identidad, 78% de similitud) (Obar et al., 1990; Van der Bliek 
y Meyerowitz, 1991; Chen et al., 1991) y el bloqueo de la endocitosis observado en 
células de mamífero que sintetizaban una versión mutante de la DNM (deficiente en su 
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Figura 4. Vías implicadas en la 
actividad supresora tumoral 
del complejo SWI/SNF. Se 
muestran las vías tumorales en 
forma de cajas azules y las 
proteínas afectadas, en expresión 
o actividad, en forma oval 
marrón. CCND1: ciclina D1; ER: 
receptor de estrógeno; GR: 
receptor de glucocorticoide; 
IFNB: interferón β; ROCK1: 
proteína quinasa asociada a 
RHO. Adaptado de Wilson y 
Roberts, 2011. 
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capacidad de unión a GTP) revelaron que ambas proteínas ejercían la misma función 
endocítica (Van der Bliek et al., 1993; Herskovits et al., 1993; Damke et at., 1994). 
 
Análisis estructurales posteriores mostraron que la DNM podía existir en 
solución tanto en estado tetramérico (Muhlberg et al., 1997) como ensamblada, 
formando anillos y hélices (Hinshaw y Schmid, 1995; Carr y Hinshaw, 1997) en 
presencia o ausencia de membana lipídica. Estas estructuras ensambladas sobre una 
bicapa lipídica en solución presentaron una mayor actividad GTPasa y capacidad 
constrictora, apoyando la imagen de DNM como molécula responsable de generar la 
fuerza necesaria para la escisión de membrana (Sweitz y Hinshaw, 1998; Takei et al., 
1998). Actualmente la DNM es considerada una GTPasa con capacidad para formar 
estructuras helicoidales cuyo cambio conformacional, dependiente de hidrólisis de GTP, 
promovería la fisión de membrana. 
 
 
2.2 Isoformas de dinamina en mamíferos 
 
Las DNMs son proteínas conservadas a lo largo de la evolución en eucariotas 
superiores. Aunque solamente ha sido identificada una isoforma (con múltiples 
variantes de “splicing”) en invertebrados como Caenorhabditis elegans y 
D.melnogaster (Chen et al., 1991; Clark et al., 1997), en mamíferos, la DNM se 
encuentra codificada por tres genes diferentes (DNM1, DNM2 y DNM3) que presentan 
múltiples variantes de “splicing” (Figura 5) (Cao et al., 1998). A pesar de que la elevada 
identidad (~80%) mostrada por estas tres isoformas apoya la idea de un mecanismo 
molecular común, la existencia de esta triplicación génica (con múltiples variantes de 
splicing) a lo largo de la evolución podría reflejar especialización funcional a nivel de 
tejido e isoforma, y a nivel de orgánulo según variante/s de “splicinig” presente/s 
(Ferguson y De Camilli, 2012).  
 
DNM1, DNM2 y DNM3 muestran diferencias en su patrón de expresión. DNM1 
presenta elevados niveles de expresión en tejido nervioso, convirtiéndose el producto de 
este gen en la isoforma mayoritaria en este tipo de tejido (Nakata et al., 1991; Ferguson 
et al. 2007), aunque su síntesis es capaz de detectarse en líneas celulares no neuronales 
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(Liu et al., 2008; Ferguson et al., 2009). DNM2  es ubicua (Cao et al., 1998, Ferguson et 
al., 2007) mientras que DNM3 se expresa mayoritariamente en cerebro y en testículo, y 
en menor cuantía, en pulmón y corazón. La función llevada a cabo por DNM1 reside en 
el rápido reciclaje de vesículas sinápticas, hecho que lleva implícito la localización de 
esta isoforma en el compartimento presináptio neural. Como se ha mencionado 
anterioremente, DNM1 es la isoforma mayoritaria en tejido neural, aunque la expresión 
de DNM2 y sobre todo de DNM3, es detectable en menor cuantía. 
 
 
 
 
 
 
 
Partiendo de esta premisa, estudios recientes han puesto de manifiesto que 
DNM1 y DNM3 presentan redundancia funcional respecto a la endocitosis de vesículas 
sinápticas, aunque también se le han atribuido a DNM3 funciones postsináticas de 
remodelaje y morfogénesis (Gray et al., 2003; Lu et al., 2007; Raimondi et al., 2011) así 
como un papel en la liberación de células espermáticas (Vaid et al., 2007). A pesar de lo 
anteriormente expuesto, la carencia de estas dos isoformas no afecta gravemente al 
desarrollo del sistema nervioso, aunque la ausencia de DNM3 empeora el fenotipo 
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Figura 5. Isoformas y variantes de splicing de dinamina en mamíferos. Representación esquemática de las 
tres isoformas de dinamina (DNM1, DNM2 y DNM3) presentes en mamíferos, indicando los correspondientes 
sitios alternativos de splicing (gris oscuro). Se ha descrito la existencia de al menos ocho variantes de splicing 
para DNM 1 (aa, ba, ab, bb, ac, bc, ad, y bd), cuatro para DNM2 (aa, ab, ba, bb) y trece para DNM3 (aaa, aba, 
bba, baa, bbb, bab, aab, abb, aca, acb, bca, bcb y c). Adaptado de Cao et al., 1998 y McNiven et al., 2000. 
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producido por la carencia de DNM1. Este hecho  pone  de manifiesto que, a pesar de su 
contribución mutua, ninguna de ellas es esencial en la regeneración de vesículas 
sinápticas. En este escenario, las funciones sinápticas básicas podrían ser llevadas a 
cabo por la única isoforma existente, DNM2, y/u otro mecanismo independiente de ésta 
(Raimondi et al., 2011).  
 
DNM2 es la isoforma mejor estudiada debido a su papel desempeñado en la 
fisión de vesículas producidas en la endocítosis dependiente e independiente de clatrina 
(Henley et al., 1998; Oh et al., 1998; Lamaze et al., 2001; Pelkmans et al., 2002). 
DNM2 también es esencial en una amplia variedad de eventos celulares en los que tiene 
lugar el remodelado de membranas, como la fagocitosis (Gold et al., 1999; Yu et al., 
2006), citoquinesis o el tráfico desde la red Trans del aparato de Golgi (Jones et al., 
1998; Kreitzer et al., 2000; Bonazzi et al., 2005). Se ha descrito su implicación en el 
ensamblaje y reorganización de la actina (Orth and McNiven, 2003; Schafer, 2004; Itoh 
et al., 2005; Kruchten and McNiven, 2006), además de su importancia como GTPasa 
mediadora de apoptosis dependiente de p53 (Fish et al., 2000; Soulet et al., 2006). 
 
En conjunto, todo lo anteriormente expuesto sugiere especificidad de función a 
nivel de isoforma. DNM1 y DNM3 han adaptado su función a endocitosis rápida en 
sinapsis, mientras que DNM2 lleva a cabo procesos constitutivos en células no 
neuronales.  
 
 
2.3 Estructura y ensamblaje de la dinamina 
 
La DNM es el primer miembro de una gran familia llamada “proteínas 
relacionadas con la dinamina” (DLP) (Praefcke et al., 2004). Estructuralmente, la DNM 
consta de cinco dominos conservados (Figura 6A) (Hinshaw, 2000; Ferguson y De 
Camilli, 2012): un dominio GTPasa (GTPasa), un domino intermedio (MD), un domino 
homólogo a la pleckstrina (PH), un dominio efector GTPasa (GED) y un domino rico en 
prolinas/argininas (PRD). Los implicados en la actividad y el ensamblaje (GTPasa, MD 
y GED) están presentes en la gran mayoría de las DLP (Praefcke et al., 2004).  
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El domino GTPasa une e hidroliza GTP. Similar a los dominios GTPasa 
presentes en proteínas de unión a GTP, aunque de tamaño mayor, es la región con 
mayor grado de conservación dentro de las DLPs. El domino PH es esencial en la 
localización de la DNM en membrana gracias a su interacción con fosfolípidos acídicos 
como el fosfatidilinositol (4,5) bifosfato (PIP2) (Salim et al., 1996; Barylko et al., 
1998). El GED, conocido como “domino coiled-coil” o “dominio de ensamblaje”, 
interacciona con el domino GTPasa, promoviendo su ensamblaje y estimulando su 
actividad actuando como una GAP (proteína activadora GTPasa) (Sever et al., 1999).  
 
Más de treinta proteínas interaccionan directamente con la DNM, involucrándola 
en diferentes procesos celulares. Debido a que la mayor parte de estas interacciones se 
producen entre motivos aminoacídicos presentes en el domino PRD de la DNM y 
dominios homólogos a Src (SH) 3 presentes en otras proteínas (Ringstad et al., 1997), el 
PRD es considerado el principal domino implicado en la interacción proteína-proteína 
(Ferguson y De Camilli, 2012). De este modo, la interacción con proteínas que 
presentan dominios SH3, como la cortactina o Abp1, dirige a la DNM a filamentos de 
actina (McNiven et al., 2000b, Kessels et al., 2001), mientras que su interacción con 
BIN/anfifisina, endofilina, intersectina y sorting nexina 9, la dirigen a estructuras 
recubiertas por clatrina durante la endocitosis (David et al., 1996; Yoshida et al., 2004; 
Ringstad et al., 1997; Zamanian y Kelly, 2003; Ramachandran y Schmid, 2008). 
Además, se ha descrito que la fosforilación de la DNM debida a su interacción con Grb2 
podría implicarla en transducción de señales tirosina quinasa (Kranenbrug et al., 1999). 
 
La capacidad intrínseca de la DNM para formar polímeros helicoidales es 
esencial en su función (Ferguson y De Camilli, 2012; Morlot y Roux, 2013), sin 
embargo esta misma capacidad ha impedido durante años su cristalización. Teniendo en 
cuenta este hecho, dos grupos de investigación han conseguido obtener recientemente el 
cristal de DNM1, utilizando mutantes deficientes en polimerización (carentes del PRD) 
(Faelber et al., 2011; Ford et al., 2011). Los datos obtenidos en estos estudios de 
difracción revelan que la DNM es un dímero en el cristal. Su peculiar estructura (Figura 
6A) muestra los dominios MD y GED plegados formando un “tronco” rígido. En la 
formación del dímero los troncos de ambas moléculas interaccionan dando lugar a una 
cruceta en la cual los dominios GTPasa, conectados cada uno a su tronco mediante un 
domino estructural denominado elemento empaquetado de señalización (BSE), 
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localizan en posiciones opuestas en el exterior de la cruz, mientras que los dominios PH 
se muestran más cercanos a ella. La interacción entre dímeros vecinos se produce a 
través de las estructuras superiores e inferiores del tronco, dando lugar a una hélice 
dextrógira formada por 14,3 homodímeros por vuelta, cuyo diámetro es controlado por 
el ángulo formado entre los dos troncos (Figura 6A). En este escenario, el domino PH 
oligomerizado potencia significativamente la unión a lípidos (Klein et al., 1998) 
mientras que los dominos GTPasa interaccionando fuertemente promueven el 
ensamblaje y aumentan la actividad GTPasa (Muhlberg et al., 1997). Aunque la unidad 
básica de la DNM sea el dímero, en solución a baja concentración salina (baja fuerza 
iónica) y sin requerimiento nucleotídico adicional, los dímeros de DNM se asocian 
formando tetrámeros. Estos tetrámeros oligomerizan a su vez dando lugar a polímeros 
helicoidales (Carr y Hinshaw, 1997) de dimensiones similares en ausencia (Hinshaw 
and Schmid, 1995) o en presencia de moldes de membrana (Figura 6B y C) (Shpetner y 
Valle, 1989;Takei et al., 1998; Gu et al., 2010). In vitro, las hélices formadas presentan 
dimensiones similares a las estructuras con aspecto de collar visualizadas en el cuello de 
las vesículas recubiertas por clatrina en los mutantes shibire (shi
ts
) y en sinaptosomas 
tratados con GTPγS (un análogo de GTP no hidrolizable) (Takei et al., 1995).  
 
In vivo, el bloqueo funcional de esta GTPasa da lugar a estructuras de diámetro 
idéntico a las formadas in vitro a partir de proteína purificada (Figura 6C) (Carr y 
Hinshaw, 1997; Hinshaw and Schmid, 1995). In vivo, la DNM se ensambla en 
estructuras poliméricas en el cuello de invaginaciones de membrana recubiertas por 
clatrina de manera dependiente de GTP (Takei et al., 1995). Pero ¿cómo se produce 
dicho ensamblaje? y ¿es la polimerización la causante de la deformación y constricción 
de membrana? La respuesta a estas preguntas es controvertida pues existe cierta 
discrepancia entre los datos obtenidos in vitro, que muestran que la DNM es suficiente 
para deformar membrana, respecto a los obtenidos in vivo, que sugieren reclutamiento 
dependiente de curvatura de membrana (Roux et al., 2010).   
 
Existe una competición entre la energía necesaria para constreñir la membrana 
(dependiente del radio de curvatura) y la energía de polimerización de la DNM 
(dependiente de concentración). Además, hay que tener en cuenta que el reclutamiento 
de la DNM a la membrana es un evento tardío en la formación de la vesícula, sugiriendo 
que éste podría ocurrir una vez generada la curvatura (Doyon et al., 2011, Taylor et al., 
35 
 
2011). El reclutamiento a membrana curvada podría deberse a su asociación con 
proteínas “sensoras” de curvatura que presentan además de dominios SH3 (de unión a 
dominios PRD), dominios BAR (Bin-Anfifisina-Rvs) a través de los cuales se unen a 
membrana (Farsad et al, 2001; Sorre et al., 2012). 
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Figura 6. Estructura de la dinamina. (A) Organización en dominios GTPasa; intermedio (MD); homólogo a la 
pleckstrina (PH); efector GTPasa (GED); rico en prolinas/argininas (PRD). Los números indican la posición de 
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Como conclusión, DNM es una GTPasa de gran tamaño con habilidad para 
polimerizar dando lugar a una estructura helicoidal formada a partir de homodímeros 
antiparalelos con capacidad para deformar membrana. Su ensamblaje en membrana 
puede depender da varios factores, entre los que se encuentran la carga negativa de la 
membrana, su curvatura, la unión a PIP2, el pH y la concentración salina. Aunque su 
polimerización pueda llevarse a cabo en ausencia de nucleótidos, la DNM unida a GTP 
presenta  gran propensión a polimerizar. 
 
 
2.4 Actividad GTPasa y fisión de membrana 
 
¿Cómo la actividad GTPasa de la DNM ensamblada en hélices poliméricas 
puede provocar la fisión de membranas? Para responder esta cuestión primero debemos 
ahondar un poco en la bioquímica básica y el funcionamiento de su dominio GTPasa 
(Morlot y Roux, 2013).  El domino GTPasa de la DNM une e hidroliza GTP. A pesar de 
presentar una estructura similar al dominio GTPasa canónico de las proteínas Ras, su 
estado libre (de nucleótido) no corresponde al clásico estado inactivo (libre de 
nucleótido o unido a GDP) de las pequeñas GTPasas reguladoras (Reubold et al., 2005). 
En contraposición, a nivel estructural, muestra características similares a dominios 
ATPasa presentes en proteínas motoras y su actividad enzimática se asemeja más a la 
presentada por ATPasas implicadas en generar fuerza (como kinesinas o miosinas), que 
a las GTPasas reguladoras (Obar et al., 1990). Otra peculiaridad que la diferencia de 
estas pequeñas GTPasas es que la DNM cambia su nucleótido unido rápidamente 
(elevada Km) y lo hidroliza aún más rápido (elevada actividad GTPasa ensamblada) 
(Warnock et al., 1996). Y es que, aunque la DNM desensamblada presenta baja afinidad 
por el GTP, la interacción entre dominios GTPasa estimula su actividad GTPasa 
(Warnock et al., 1996). 
A nivel  molecular, el análisis de la estructura del cristal de DNM unida a un 
análogo no hidrolizable de GTP o a un análogo de GDP y Pi, sugiere que el cambio 
conformacional ocurre cuando el GTP es hidrolizado a GDP y Pi (Figura 7A y B) (Ford 
et al., 2011). Este cambio conformacional podría explicar la constricción y sucesiva 
fisión de membrana dependiente de GTP. Sin embargo, hay que tener en cuenta que al 
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ser la constricción una fuerza opuesta a la viscosidad y elasticidad de la membrana, 
entra en juego la velocidad a la que tiene lugar dicha constricción, que en el caso de la 
DNM es de unos cuantos cientos de milisegundos (Lenz et al., 2008; Morlot et al., 
2010). Narayanan y colaboradores (Narayanan et al., 2005) propusieron un modelo de 
actuación de la DNM durante la endocitosis en dos pasos. El primero, que ocurriría en 
los eventos tempranos de la endocitosis, involucraría la transición de la DNM 
desensamblada unida a GDP a DNM en estado pre-ensamblado unida a GTP. En este 
estado, la DNM actuaría como andamiaje para factores accesorios involucrados en el 
ensamblaje y la maduración de la cubierta de la vesicula. El segundo paso, ocurriría en 
eventos más tardíos y requeriría el ensamblaje en el cuello de la vesícula donde la 
hidrólisis del GTP estimulada por el ensamblaje dispara la fisión de membrana. 
 
 
 
 
 
A lo largo de los años se han propuesto múltiples modelos de fisión de 
membrana que podría llevar a cabo la DNM (Morlot y Roux, 2013): “spring” (Kozlov, 
1999), de fisión por corte (Lenz et al., 2009), de despolimerización (Warnock et al., 
1996; Bashkirov et al., 2008), de constricción (Morlot et al., 2012) o combinatorio 
(Campelo y Malhotra, 2012). De todos ellos, los dos últimos parecen ser los  más 
probables.  
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Figura 7. Modelo del ciclo de la dinamina. 
(A) Conformación de la dinamina dependiente 
de nucleótido. Se muestra la molécula en su 
estado abierto, unida a un análogo del GTP no 
hidrolizable (GTP*), y en su estado cerrado, 
unido a un análogo de GDP + Pi (GDP + Pi*), 
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Modelo de actuación de dinamina donde la 
hidrólisis de GTP produce un cambio 
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cerrada). Adaptado de Ford et al., 2011 y 
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Los primeros modelos apuestan por que la constricción pueda alcanzar un estado 
de hemifisión que se resolvería espontáneamente mediante fisión. Esta posible teoría 
predice que la fisión ocurriría entre la zona lipídica cubierta por DNM y el túbulo 
lipídico no cubierto (Morlot et al., 2012), lugar en el cual la membrana, altamente 
estresada y tensionada, incrementa su elasticidad favoreciendo la fisión. Aunque este 
modelo ha cobrado fuerza recientemente existe otro que coloca al citoesqueleto de 
actina como pieza central, capaz de generar la fuerza necesaria para la fisión, el modelo 
combinatorio (Campelo y Malhotra, 2012).  En él, la DNM controlaría la cantidad de 
PIP2 que es generado y concentrado en un área específica de membrana. Proteínas con 
dominios SH3-BAR, se unirían posteriormente, actuando como un sensor y/o 
establizador de curvatura de membrana. Todo esto llevaría al reclutamiento de proteínas 
de unión a actina y del citoesqueleto de actina provocando la fisión. 
 
Tras casi veinte años de investigación se ha logrado demostrar mediante 
microscopía electrónica y aproximaciones bioquímicas, biofísicas y estructurales, que la 
hélice de DNM es capaz de constreñir. Sin embargo, puede que esta constricción no sea 
suficiente para fisionar la membrana, entrando en juego la elasticidad de la membrana, 
efectores reclutados por la DNM y el citoesqueleto de actina. 
 
 
2.5 Dinamina, una proteína esencial para la endocitosis 
 
2.5.1 Sistema de membranas intracelulares 
 
A lo largo de la evolución la célula eucariota ha desarrollado un elaborado 
sistema de membranas que actúa como una barrera dinámica, preservando el contenido 
celular y manteniendo la comunicación con el entorno que la rodea, así como entre los 
compartimentos que la conforman. Esta comunicación fluida se lleva a cabo 
principalmente mediante dos vías de transporte, la ruta secretora (exocitosis) y la 
endocítica (endocitosis). En la ruta secretora, las proteínas recién sintetizadas son 
transportadas desde el retículo endoplásmico hasta su destino final (espacio extracelular, 
membrana plasmática u otros compartimentos). Mediante la endocitosis, las células 
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internalizan solutos, ligandos y porciones de membrana plasmática que alcanzan los 
endosomas tempranos, donde serán clasificados. Desde estos, la carga será dirigida a 
endosomas de reciclaje, que llevan el cargo de vuelta a la membrana plasmática, a 
endosomas tardíos, a lisosomas para su degradación o a la red trans del Golgi (Grant y 
Donaldson, 2009). Los orgánulos que forman parte de ambas rutas (retículo 
endoplásmico, aparato de Golgi, membrana plasmática, endosomas y lisosomas) 
permanecen conectados mediante un tráfico bidireccional, mediado principalmente por 
vesículas de transporte que se desplazan a través de elementos del citoesqueleto. 
 
2.5.2 Tipos de endocitosis 
 
La endocitosis, llevada a cabo por todas las células eucariotas, es un proceso que 
engloba múltiples vías de internalización. Su elevada complejidad, la existencia de 
redundancia funcional y la multiplicidad de funciones proteicas han dificultado su 
entendimiento dando lugar a múltiples sistemas de clasificación, incompletos hoy en día 
(Sandvig et al., 2008; Doherty y McMahon, 2009). La primera clasificación divide las 
multiples rutas en dos grupos: la ruta clásica dependiente de clatrina (CME) y las “no 
clásicas” independientes de clatrina (CIE). Todas ellas incluyen invaginación de 
membrana seguida de escisión, y finalmente, fusión con la membrana  de destino 
(Figura 8).  
 
La CME, la ruta mejor caracterizada de todas, es dependiente de DNM 
(McMahon y Boucrot, 2011). Mediante esta vía, nutrientes, antígenos, patógenos (virus 
SARS, Ebola), una amplia variedad de receptores (receptor de transferrina, de EGF, de 
tirosín quinasas, acoplados a proteínas G) y sus ligandos son internalizados en vesículas 
recubiertas por clatrina. 
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La formación de estas vesículas cubiertas requiere cinco estados (Figura 9): 
nucleación, selección del cargo, ensamblaje de la cubierta de clatrina, escisión mediada 
por DNM mediante cambio conformacional bajo hidrólisis de GTP y desensamblaje. 
Aunque la endocitosis de estos receptores puede estimularse  por la unión a ligando, 
como es el caso del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), otros 
receptores, por ejemplo el receptor de transferrina, son internalizados constitutivamente 
(Hopkins et al., 1985). 
 
 
 
 
 
 
 
Dinamina
Clatrina
Adapta-
dores
AP2
EPS15
Intersectina
FCHO
Membrana plasmática
Cargo
hsc70
Auxi-
lina
DinaminaBAR
1-Nucleación 2- Selección del cargo 3-Ensamblaje 4-Escisión 5-Desensamblaje
GTP
GDP
Figura 9. Formación de vesículas recubiertas por clatrina. 1-el módulo de nucleación (formado por proteínas 
con dominos FHC (FCHO) que reclutan a EPS15, e intersectinas) se ensambla en la membrana gracias a su 
avidez por PIP2; 2- selección del cargo: el  módulo recluta a la proteína adaptadora AP2, que une PIP2, clatrina, 
interacciona con dominios citoplásmicos de receptores de membrana (selección directa del cargo) o con otras 
proteínas adaptadoras (selección indirecta del cargo); 3- ensamblaje de la cubierta de clatrina, reclutada por 
AP2 y proteínas accesorias que provocan curvatura de membrana y polimerización de actina; 4- escisión, 
dependiente dinamina, reclutada al cuello de la vesícula por proteinas con dominios BAR (amfifisina, endofilina, 
SNX9…), que forma un polímero helicoidal alrededor del cuello de la vesícula, pudiendo mediar su escisión 
mediante cambio conformacional bajo hidrólisis de GTP; 5- desensamblaje de la cubierta de clatrina. 
Modificado de McMahon y Boucrot, 2011. 
Figura 8. Rutas endocíticas. (1) dependiente de clatrina (CME). Independientes de clatrina (CIE): (2) la 
fagocitosis, que internaliza grandes partículas; (3) la macropinocitosis; (4) la llevada a cabo a través de caveolas y 
(5) otras: dependiente de Arf6, RhoA, Cdc42, GEEC, entre otras. Se muestra la dependencia o independencia de 
DNM (esferas en verde). Modificado de Mayor y Pagano, 2007. 
(2) Fagocitosis 
(3) Macro- 
pinocitosis 
(1) 
CME 
(4) 
Caveolas 
(3,5) otras CIE: 
   Arf6, Cdc42, RhoA… 
DNM 
lisosoma 
Endosoma temprano 
Caveosoma 
GEEC 
partícula 
actina 
120-200 nm 
50-120 nm 
0.1-10 µm 
<100 nm 
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Las vías de internalización que componen la CIE están peor caracterizadas. 
Entre ellas se encuentran la endocitosis mediada por caveolas, la fagocitosis, la 
macropinocitosis, las dependientes de Arf6, flotilina, Cdc42 (también denominada 
GEEC) o RhoA (también denominada IL-2Rβ), y la llevada a cabo mediante pliegues 
dorsales de membrana. Estas vías son las principales responsables de la internalización 
de membrana y fluido extracelular, pues más del 60 % de dicha internalización se 
produce a través de ellas (Howes et al., 2010; Sandvig et al., 1987). Algunas son 
consideradas dependientes o independientes de DNM, aunque realizar dicha 
clasificación continúa siendo controvertido hoy día (Mayor y Pagano, 2007; Sandvig et 
al., 2008; Doherty y McMahon, 2009; Kumari et al., 2010; Sandvig et al., 2011, Park et 
al., 2013). Entre las dependientes de DNM se encuentran la internalización por caveolas 
(Henley et al., 1998), las dependientes de la GTPasa RhoA y Cdc42,  la fagocitosis y la 
llevada a cabo mediante pliegues dorsales de membrana. Entre las independientes de 
DNM se encuentan las dependientes de Arf6 o Cdc42, denominada  también GEEC 
(Compartimentos Endosomales tempranos enriquecidos en proteínas ancladas a 
glicosilfosfatidilinositol (GPI)), y la macropinocitosis (Mayor y Pagano, 2007; Sandvig 
et al., 2008; Doherty y McMahon, 2009; Kumari et al., 2010; Sandvig et al., 2011). 
 
Las CIE se consideran independientes de clatrina pero dependiente de “rafts” 
lipídicos, microdominios de membrana plasmática cuya fluidez es menor a la de su 
entorno, enriquecidos en colesterol, fosfolípidos saturados y proteínas de membrana, 
(Hanzal-Bayer y  Hancock, 2007). Además de por la necesidad lípidica, las CIE se 
diferencian de la CME por la dependencia a proteínas de cubierta diferente a clatrina, 
como la caveolina en endocitosis mediada por caveolas, y por la dependencia de 
pequeñas GTPasa regulatorias (Arf6, Rho, Rab5, Rac1, Cdc42) que actúan en más de 
una vía. A través de estas vías ubicuas las células pueden internalizar receptores 
específicos de membrana (IL-2Rβ, receptor de citoquinas γc), toxinas bacterianas 
(cólera, tétanos), proteínas ancladas a GPI y fluido extracelular. Esta fase fluida, capaz 
de incorporar marcadores de fase fluida, como el dextrano o la preoxidasa de rábano, 
puede ser introducida en la célula a través de vías dependientes e independientes de 
DNM (Cao et al., 2007; Kumari et al., 2010; Sandvig et al., 2011). Una de las rutas de 
internalización independiente de DNM2 es la macropinocitosis, descrita como una 
forma de endocitosis, no coordinada directamente por la presencia de cargo, capaz de 
introducir en la célula grandes volúmenes de fluido a partir de protrusiones de 
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membrana plasmática dependientes de actina y Rac1 (Kerr y Teasdale, 2009). Esta vía 
puede operar de manera constitutiva (por ejemplo en células del sistema inmune 
presentadoras de antígenos) o inducida mediante la activación de receptores tirosín-
quinasa (como el receptor EGF) tras la adición de factores de crecimiento. En esta 
situación las células estimuladas aumentan su polimerización de actina incrementando 
la internalización de fluidos (Hewlett et al., 1994).  
 
 
2.6 Dinamina y su relación con el citoequeleto 
 
El citoesqueleto es una estructura dinámica compuesta en eucariotas por 
filamentos de actina (o actina F), filamentos intermedios y microtúbulos, que provee de 
soporte interno e interviene en fenómenos de transporte, tráfico, movilidad y división 
celular. 
 
En células de mamífero, la DNM y los filamentos de actina intervienen en 
múltiples formas de endocitosis (CME y CIE), en procesos de migración celular, 
invasión a través de la matriz extracelular e invasión bacteriana (Menon y Schafer et al., 
2013). Los filamentos de actina se encuentran implicados en invaginación de 
membrana, formación y estabilización de vesículas recubiertas por clatrina, escisión 
(evento en el que interviene también la DNM) y movimiento de las vesículas formadas. 
Se ha descrito que la DNM interacciona directa (Gu et al., 2010) e indirectamente (a 
través de la cortactina o Abp1) (Kaksonen et al., 2000) con los filamentos de actina. El 
hecho de que la DNM ensamblada (unida a GTP) se una a filamentos de actina in vitro 
podría implicar regulación en el ensamblaje/des-ensamblaje y/o en la forma de dichos 
filamentos (Gu et al., 2010), mediante unión directa o a través de proteínas con las 
cuales interacciona, como la cortactina (implicada en nucelación a través del complejo 
Arp2/3) (Weaver et al., 2001). Por tanto, ambas proteínas muestran interdependencia 
durante la endocitosis. Además de estar implicada en eventos endocíticos, la DNM 
(especialmente la DNM2) se asocia a estructuras ricas en filamentos de actina como 
podosomas e invadopodia (degradándolos), cometas y pedestales (favoreciendo la 
entrada de ciertos patógenos), lamellipodia, pliegues de membrana y fagocitosis 
(regulando su formación) (Buccione et al., 2004; Orth et al., 2002; McNiven et al., 
2000; Gold et al., 1999). 
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Desde su descubrimiento como proteína de unión a microtúbulos la DNM se ha 
visto implicada en procesos dependientes de éstos (Menon y Schafer, 2013), incluyendo 
inestabilidad dinámica de los mismos, mitosis o mantenimiento de la estructura 
centrosomal (Tanabe y Takei, 2009; Thompson et al., 2002, 2004). La DNM no 
colocaliza con los microtúbulos en células en interfase, aunque sí colocaliza con la γ-
tubulina en centrosomas durante la interfase y la mitosis Thompson et al., 2004. 
También se asocia a los microtúbulos durante la mitosis (“mid zone spindle”) y la 
citocinesis (“midbody”) desempeñando un papel esencial en la separación de las células 
hijas, por lo que su carencia afecta negativamente al proceso, enlenteciéndolo 
(Thompson et al., 2002). Además, se ha descrito que la disfunción de la dinámica de los 
microtúbulos observada en células carentes de DNM afecta al transporte de organelas, a 
la formación del aparato de Golgi y a la degradación lisosomal y que este efecto es 
independiente de su actividad GTPasa (Kaverina et al., 1999; Tanabe y Take, 2009, 
2012).  Estas células contienen altos niveles de tubulina acetilada y de-tirosinada 
(marcadores de estabilidad), siendo requerida la DNM en el inicio y el mantenimiento 
de la dinámica de crecimiento/acortamiento (Tanabe y Takei, 2012).  
 
 
2.7 Enfermedades asociadas a la ausencia de dinamina 
 
Mutaciones en el gen que codifica la DNM2 han sido ligadas a dos 
enfermedades: “Charcot Marie Tooth” (CMT) (Zuchner et al., 2005; Tanabe y Takei, 
2012), una neuropatía sensorial y motora que afecta al sistema nervioso periférico, y la  
miopatía centronuclear (CNM) (Böhm et al, 2012; Durieux et al., 2010), un desorden 
resultante en degeneración muscular. 
 
La CMT se caracteriza por falta de mielina o des-mielinización, que afecta a la 
velocidad de la señal nerviosa, y estructura del axón (que provoca una menor amplitud 
de la misma) (Sidiropoulos et al., 2012). La DNM2, uno de los más de 60 genes 
implicados en esta enfermedad, se asocia a un subtipo denominado CMT-B, que 
presenta una disminución moderada de la velocidad de conducción, pérdida de axones 
con mielina y exceso de mielina localizado, entre otras características (Zuchner et al., 
2005).  La gran mayoría de las mutaciones asociadas este desorden localizan en la 
región amino terminal del dominio PH (responsable de unión a fosfolípidos) (Zheng et 
44 
 
al., 1996), afectando a su localización en membrana, a la activación de proteínas y por 
tanto, a su función (Vallis et al., 1999; Tanabe y Takei, 2009). Sin embargo, los 
mecanismos celulares por los cuales mutaciones en este gen producen esta enfermedad 
parecen ser diferentes según la mutación, pues mientras el mutante K558E afectó 
negativamente la función endocítica, el 551∆3 perturbó la dinámica de microtúbulos 
(Tanabe y Takei, 2012). Además, todos los mutantes de DNM encontrados en CMT 
afectaron solamente a la isoforma 2 y no a la 1, sugiriendo la inexistencia de 
redundancia funcional entre estas isoformas. 
 
La CNM se caracteriza por la localización nuclear céntrica en células musculares 
esqueléticas, la disposición radial de las fibras sarcoplásmicas y la aparición de una 
debilidad muscular progresiva. Esta enfermedad se asocia a mutaciones localizadas en 
domino MD y en la zona límite entre los dominos PH-GED de la DNM2 (Kenniston et 
al., 2010, Sidiropoulos et al., 2012). In vitro, se ha descrito que mientras algunos 
mutantes de DNM 2 asociados a CNM disminuyen su unión a membrana (Zuchner et al. 
2005), otros (mutación localizada en región C-terminal del dominio PH) elevan su 
actividad GTPasa sin afectan a su unión a PIP2 (Kenniston et al., 2010). A nivel celular, 
ciertos mutantes se han asociado con interferencias con el centrosoma (R369W and 
R465W), alteración de la dinámica de microtúbulos y defectos en la formación del 
complejo de Golgi (D555_E557) (Zuchner et al., 2005; Tanabe y Takei, 2009) o 
inhibición de la internalización de tfn a través de la CME (R465W, V625_, E650) 
(Bitoun et al., 2009; Tanabe y Takei, 2009). Además, fibroblastos de pacientes con 
CNM (R465W) mostraron deficiencia en esta vía (Bitoun et al., 2009) al igual que 
fibroblastos embrionarios de ratones homocigotos para esta mutación (Durieux et al., 
2010). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
OBJETIVOS 
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1-Investigar la presencia de hSNF5 en el citoplasma y caracterizar  su tráfico núcleo 
citoplásmico. 
2-Determinar la función desempeñada por la proteína hSNF5 en el citoplasma:  
2.1 Identificar proteínas que interaccionen con hSNF5 en el citoplasma 
2.2 Analizar las consecuencias funcionales de las interacciones identificadas  
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1. ORGANISMOS 
 
En esta tesis se han utilizado bacterias, levaduras y líneas celulares de origen 
animal. La bacteria Escherichia coli (E.coli) se utilizó como herramienta para la 
biología molecular del DNA y la obtención de proteínas recombinantes (Tabla 2). La 
levadura S.cerevisiae se utilizó para llevar a cabo el escrutinio de doble híbrido y la 
caracterización de dominios esenciales en la interacción entre proteínas (Tabla 3). El 
uso de líneas celulares animales (Tabla 4) permitió conocer la localización celular de las 
proteínas en estudio y llevar a cabo ensayos proteómicos y funcionales. 
 
Tabla 2. Características genotípicas más importantes de las estirpes de E. coli utilizadas 
 
Tabla 3. Características genotípicas más importantes de la estirpe de S.cerevisiae utilizada 
 
Tabla 4. Características más importantes de las líneas celulares utilizadas 
 
 
 
ESTIRPE GENOTIPO  
DH5α F-endA1 gyrA96  hsdR17 ∆lacU16 9(f80lacZ∆M15) recA1 relA1 supE44 thi-1 
(Hanahan, 1983) 
BL21 (DE) hsdS ga1 (λcls857 ind1 Sam7 nin5 lac UV5-T7 gene1) (Studier y Moffatt, 1986) 
ESTIRPE GENOTIPO  
 
MaV203 
MATα leu2-3 112 trp1-901 his3∆200 ade2-101 gal4∆ gal80∆ SPAL10::URA3 
GAL1::lacZ HIS3UAS GAL1::HIS3@LYS2 can1
R
  cyh2
R
   
(ProQuest Two-Hybrid System ,GibcoBRL) 
LÍNEA 
CELULAR 
ESPECIE ORIGEN MEDIO DE 
CULTIVO 
PROCEDENCIA 
HeLa Homo sapiens Epitelio procedente de 
un carcinoma cervical 
 
 
 
DMEM 
Dra. R.M. Ríos 
Cabimer, Sevilla (España) 
293T Homo sapiens Epitelio derivado de 
riñón 
Dr. A. López                    
Cabimer, Sevilla (España) 
COS7 Cercopithecus 
aethiops 
Epitelio derivado de 
riñón 
Dr. Fdez-Chacón 
US, Sevilla (España) 
RPE1 Homo sapiens Epitelio de retina DMEM/F12 Clontech 
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2. ANTICUERPOS 
 
              A continuación se detallan los anticuerpos primarios (Tabla 5) y secundarios 
(Tabla 6) utilizados indicando el antígeno que reconocen, su origen, procedencia y las 
diluciones usadas para Inmunofluorescencia (IF) y Western-Blot (WB). 
 
Tabla 5. Anticuerpos primarios utilizados 
 
 
 
ANTICUERPO 
ANTI 
ANTÍGENO ORIGEN PROCEDENCIA IF WB 
Flag M2 DYKDDDDK 
Ratón 
Monoclonal 
Sigma                                  
Ref. F1804 
1:200 1:1000 
Flag DYKDDDDK 
Conejo 
Policlonal 
Sigma    
Ref. F7425 
1:100 1:500 
Ha (HA-7) YPYDVPDYA 
Ratón 
Monoclonal 
Sigma  
Ref. H9658 
- 1:1000 
HA High Affinity YPYDVPDYA 
Rata 
Monoclonal 
Roche  
Ref. 11867423001 
1:200 1:1000 
HIS HHHHHH 
Ratón 
Monoclonal 
Amersham  
Ref.27471010 
- 1:3000 
GST GST 
Conejo 
Policlonal 
Dr. J.C.Reyes, Cabimer, 
Sevilla (España) 
- 1:2000 
GFP GFP 
Cabra 
Policlonal 
Abcam                                 
Ref. ab6673 
1:5000 1:200 
α-Tubulina -Tubulina 
Ratón 
Monoclonal 
Sigma                                  
Ref. T9026 
1:1000 1:3000 
BRG1  
aa 209-296    
(humana) 
Conejo 
Policlonal 
Santa Cruz                         
Ref. sc-10768 
1:100 1:500 
BRM 
aa 48-214  
(humana) 
Conejo 
Policlonal 
Abcam                                
Ref. ab15597 
1:500 1:1000 
BAF180 
aa 1-50 
(humana) 
Conejo 
Policlonal 
Bethyl                                 
Ref. A301590A 
- 1:200 
R-hSNF5 
hSNF5 
(humana) 
Ratón 
Monoclonal 
Abcam                                
Ref. ab88589 
1:50 1:300 
C-hSNF5 
C-terminal 
(humana) 
Cabra 
Policlonal 
Santa Cruz 
Ref. sc-16189 
1:25 1:300 
DNM2 
C-terminal 
(humana) 
Cabra 
Policlonal 
Santa Cruz 
Ref. sc-6400 
1:100 1:400 
SP70  
HSP70 
(humana) 
Ratón 
Monoclonal 
Santa Cruz 
Ref. sc-24 
- 1:5000 
GAPDH 
GAPDH 
(humana) 
Ratón 
Monoclonal 
Santa Cruz 
Ref. sc-47724 
- 
1:1000
0 
CAD 
N-terminal 
(humana) 
Conejo 
Monoclonal 
Abcam 
Ref. ab40800 
1:100 1:800 
Calnexina 
C-terminal 
(perro) 
Conejo 
Policlonal 
Abcam 
Ref. ab75801 
1:200 1:2000 
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Tabla 6. Anticuerpos secundarios utilizados 
 
 
3. OLIGONUCLEÓTIDOS 
 
Los oligonucleótidos utilizados como herramientas en la biología molecular del 
DNA se muestran en la Tabla 7. 
 
Tabla 7. Oligonucleótidos utilizados 
ANTICUERPO 
ANTI 
ORIGEN CONJUGADO PROCEDENCIA IF WB 
Ratón IgG (H+L) Cabra Alexa Fluor 488 
Invitrogen  
Ref. A-11029 
1:400 - 
Cabra IgG (H+L) Burro Alexa Fluor 488 
Invitrogen  
Ref. A-11055 
1:400 - 
Conejo IgG (H+L) Mono FITC 
Jackson ImmunoResearch  
Ref. 111095144 
1:150 - 
Cabra IgG (H+L) Burro Cy3 
Jackson ImmunoResearch 
 Ref. 705165003 
1:400 - 
Mouse IgG (H+L) Burro Cy5 
Jackson ImmunoResearch  
Ref. 715175151 
1:400 - 
Rata IgG (H+L) Burro Cy3 
Jackson ImmunoResearch  
Ref. 712165153 
1:400 - 
Conejo IgG  Cabra 
Peroxidasa de 
Rábano 
Sigma 
Ref. A-0545 
- 1:10000 
Cabra IgG  Conejo 
Peroxidasa de 
Rábano 
Sigma 
Ref. A-5420 
- 1:50000 
Ratón IgG  Cabra 
Peroxidasa de 
Rábano 
Sigma 
Ref. A-4416 
- 1:5000 
Rata IgG Conejo 
Peroxidasa de 
Rábano 
Sigma 
Ref. A-5795 
- 1:50000 
NOMBRE SECUENCIA (5`-3`) 
DNM2 F1 AGAGTCACTGCCGACCCTTC 
DNM2F2 CAGAGCAGAGGAATGTCTAC 
hSNF5 Nt F AAGCTAGCATGAGCAAGACCTTCGGGCAG 
hSNF5 Nt R TGCGCATCTAAGGCAGAGGCCTTAGCATG 
hSNF5 Rpt1 F TGGCTAGCTCCACAACCATCAACAGGAAC 
hSNF5 Rpt1 R CCAGGCCTTAGGACTCGATCTGCTGTCTG 
hSNF5 Rpt2 F TCGCTAGCTACCCCACGGACAGCATCC 
hSNF5 Rpt2 R TGAGGCCTTAGGTCTTCTGATGCCAGCTC 
hSNF5 HR3 F AGGCTAGCTGGCATCAGAAGACCTACGC 
hSNF5 HR3 R GGAGGCCTTGTGCTGATGGGCTGGTTAC 
hSNF5 Rpt1cola F CGAGGTGCTGGAGTCCTACCCCACGGACAG 
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*: oligonucleótidos utilizados en reacciones de PCR cuantitativas relativas; **:RNA interferencia. 
 
4. CONDICIONES DE CULTIVO 
 
4.1 Condiciones de cultivo bacterianas 
 
Las estirpes bacterianas se cultivaron en medio Luria-Bertani (LB) (Sambrook, 
1989) autoclavado y suplementado, cuando era necesario, con ampicilina 100 μg/ml o 
kanamicina 25 μg/ml. El cultivo sólido de estas cepas se llevó a cabo en estufas a 37 ºC. 
El cultivo líquido requirió además agitación orbital continua. 
 
LB: NaCl 10 g/l, bactotriptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l. Añadir 15 g/l de bactoagar para la 
obtención de medio sólido.  
hSNF5 Rpt1cola R GGTAGGACTCCAGCACCTCGGGCTGAGATG 
hSNF5 Rpt2 cola F AGACCAGCGCAGCTGGCATCAGAAGACCTAC 
hSNF5 Rpt2cola R GATGCCAGCTGCGCTGGTCTGACTGGTCCTC 
hSNF5 ∆NES F CCAGCGCGTCGTGGACCAGTTTGAGTGGG 
hSNF5 ∆NES R ACTGGTCCACGACGCGCTGGTCTGACTGG 
DNM2 ∆ GTPasa F AGGTCGACGCAGAGCCAACTGCTGTCCCTG 
DNM2 ∆ MD R GATTGGGTATGGTCTTGCGCGTGGGGTCATC 
DNM2 ∆ MD F GCGCAAGACCATACCCAATCAGGGGGAGATC 
DNM2∆ PH R TCCAGCTGTCGATATTGTTGATGGTCAACC 
DNM2 ∆ PH F CAACAATATCGACAGCTGGAAGGCTTCGTTC 
DNM2 ∆ GED R TGGACACGGTCTCTGCCTGGTCCTTCTCTG 
DNM2 ∆ GED F CCAGGCAGAGACCGTGTCCACACCCGTG 
DNM2 ∆ PRD R GGGCGGCCGCTTAGGTGTTTTGGAGCCACGTG 
Q*-GAPDH F GAGTCAACGGATTTGGTCGT 
Q-GAPDH R AATGAAGGGGTCATTGATGG 
Q-DNM2 F GCTGGCCAAGGAAGTCGAT 
Q-DNM2 R CACGCCAATGTAGCCTCTTCT 
Q-hSNF5 F CAGACGCTGAGATGGAGAAGAA 
Q-hSNF5 R CCTCATCCGCCTCGTGTT 
si**hSNF5 GUUGAUGACGCCUGAGAUG 
sihSNF5.2 GAGAUACCCCUCACUCUGG 
siBRG1 GCGACUCACUGACGGAGAA 
sihBRM GAAAGGAGGUGCUAAGACA 
siDNM2 GCACGCAGCUGAACAAGAA 
siControl siC001 (Dharmacon) 
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4.2 Condiciones de cultivo de levaduras 
 
La estirpe MaV203 se cultivó habitualmente en medio rico YPAD, con el 
objetivo de obtener biomasa para llevar a cabo los ensayos experimentales, o en medio 
mínimo SC, necesario para testar fenotipos específicos en ensayos de transformación En 
este caso, el medio mínimo SC sin Leucina (Leu), Triptófano (Trp) ni Histidina (His), 
se complementó con los aminoácidos necesarios para cada condición experimental. El 
cultivo sólido se llevó a cabo en estufas a 30 ºC. El cultivo líquido requirió además 
agitación orbital continua. 
 
YPAD: extracto de levadura, triptona 20 g/l, glucosa 20 g/l, adenina sulfato 0,1 g/l. Añadir bactroagar 20 
g/l para obtener medio sólido. Esterilizar a 121 ºC 15 min. 
 
SC: Añadir al contenido de cada sobre (Q∙BIOgene) 1 l de agua destilada. Añadir bactroagar 20 g/l para 
obtener medio sólido. Esterilizar a 121 ºC 15 min. Tras su enfriamiento parcial añadir los requerimientos 
aminoacídicos necesarios (0,8 mM Leu, 0,32 mM Trp y/o 0,8 mM His) procedentes de soluciones 
previamente filtradas. 
 
 
4.3 Condiciones de cultivo de líneas celulares animales 
 
              Las células HeLa, 293T y COS7 se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco´s 
Modified Eagle´s Medium) y suplementado con suero fetal bovino al 10%, 
estreptomicina 100 μg/ml y penicilina 100 U/ml. Las células RPE1 se cultivaron en 
medio DMEM/F12 suplementado con suero fetal bovino al 10%, estreptomicina 100 
μg/ml y penicilina 100 U/ml. Todos los cultivos se mantuvieron en una atmósfera 
húmeda, a 37°C, y con CO2 al 5%.  
 
 
5. MANIPULACIÓN Y ANÁLISIS DEL DNA 
 
5.1 Aislamiento de DNA plasmídico bacteriano 
 
El aislamiento de DNA plasmídico a pequeña escala se llevó a cabo mediante el 
método de lisis alcalina (Sambrook and Gething, 1989). Las células contenidas en 2 ml 
de cultivo se recogieron por centrifugacióna 9000 g 5 min. El precipitado se 
resuspendió en 100 μl de la Solución I y tras 5 min a temperatura ambienta (RT) se 
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añadieron 200 μl de la Solución II, invirtiendo la mezcla varias veces e incubando 
posteriormente 5 min en hielo. Tras la adición de 150 μl de la Solución III, la mezcla 
resultante se invirtió varias veces y posteriormente se incubó 5 min en hielo. Las 
proteínas, el DNA cromosómico y los restos celulares se eliminaron por centrifugación 
a 13000 g 5 min. La precipitación del DNA plasmídico se llevó a cabo utilizando dos 
volúmenes de etanol al 96%, incubando 10 min a -20 ºC y centrifugando posteriormente 
13000 g 5 min. Al precipitado obtenido se añadió etanol al 70ºC con el objetivo de 
eliminar las sales, se volvió a centrifugar y finalmente el precipitado resultante se 
resuspendió en TE. Para la obtención de DNA plasmídico más puro o a ,mediana y gran 
escala se utilizaron los sistemas comerciales Favorgene o JET Star (Genomed), 
respectivamente, siguiendo las instrucciones del fabricante.  
 
Solución I: 50 mM Glucosa, 25 mM tris-HCl pH 8,0, 10 mM EDTA pH 8,0. 
 
Solución II: 0,2 M NaOH, 1% SDS. 
 
Solución III: 3 M KAc, 11,5% ácido acético glacial. 
 
TE: 10 mM tris-HCl pH 8,0, 1 mM EDTA pH  8,0. 
 
5.2 Aislamiento de DNA plasmídico de levaduras 
 
Las células cultivadas en 2 ml de medio selectivo a 30ºC durante 12-14 h se 
recogieron por centrifugación a 3000 g 5 min y se resuspendieron en 100 μl de STET. 
Se añadió 0,2 g de perlas de vidrio de 0,45 mm y la mezcla se agitó vigorosamente 
durante 5 min. Tras añadir otros 100 μl de STET, se hirvió a 100ºC durante 3 min y 
posteriormente se centrifugó a 13000 g durante 10 min a 4ºC. A 150 μl del sobrenadante  
obtenido se le añadió 75 μl de acetato de amonio 7,5 M y tras incubar 1 h a -20ºC, se 
centrifugó a 13000 g durante 10 min a 4ºC. La precipitación del DNA plasmídico 
presente en la fase acuosa se llevó a cabo utilizando dos vol. (volúmenes) de etanol al 
96%, incubando 10 min a -20ºC y centrifugando posteriormente. Al precipitado 
obtenido se añadió etanol al 70ºC y se resuspendió en agua. Debido a que los vectores 
aislados eran de bajo número de copias, el DNA extraído necesitó ser posteriormente 
amplificado en E.coli. 
 
STET: 8% sacarosa, 50 mM tris-HCl pH 8,0, 50 mM EDTA pH 8,0, 5%, Triton X-100. 
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5.3 Electroforesis de DNA en geles de agarosa 
 
La separación de fragmentos de DNA se llevó según el método de Sambrook 
(Sambrook, 1989). Los geles de agarosa se prepararon en tampón TBE 0,5X a una 
concentración 0,8-2% dependiendo del tamaño de los fragmentos a analizar. A los geles 
se les añadió BrEt (5 μg/ml) que permitió visualizar el DNA exponiéndolo a luz 
ultravioleta. A las muestras se les añadió 1/10 vol. de tampón de carga. Para determinar 
el tamaño de los fragmentos se empleó un patrón comercial. La electroforesis se realizó 
en sistemas horizontales Wide Mini- Sub Cell GT (Biorad).  
 
TBE 1X: tris 18,78 g/l, ácido bórico 5,5 g/l, EDTA disodium∙2H2O 0,74 g/l. 
Tampón de carga de DNA: 0,25% azul de bromofenol, 0,25 % xileno-cianol, 30% glicerol. 
 
5.4 Purificación, cuantificación y secuenciación de DNA 
 
Para la extracción de DNA de la agarosa y la purificación del DNA plasmídico 
bacteriano obtenido a pequeña escala se usó el sistema comercial Favorgene siguiendo 
las indicaciones del fabricante. La concentración de DNA en solución se estimó por 
espectofotometría (ND-1000; nanodrop). La secuenciación de fragmentos de DNA la 
realizó la empresa Secugen (Madrid, España) 
 
5.5 Manipulación enzimática 
 
Las diferentes enzimas empleadas en la manipulación del DNA tales como 
endonucleasas de restricción (Takara; GE Healthcare; New Englands Biolabs), 
polimerasa de DNA, Klenow, fosfatasa alcalina (Roche) y la ligasa T4 (Invitrogen) se 
utilizaron según las instrucciones del fabricante. 
 
5.6 Amplificación de fragmentos de DNA mediante reacción en cadena de la 
polimerasa  
 
Para la amplificación de fragmentos de DNA mediante reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) se utilizó el termociclador T-personal (Biometra). Los 
oligonucleótidos utilizados como cebadores en la reacción (Tabla M6) fueron 
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sintetizados por Sigma. Para cada reacción se utilizaron las siguientes condiciones 
estándar: 1 μM de cada oligonucleótido, 5 μl de tampón de PCR comercial 10X, 0,2 
mM de cada desoxirribonucleótido, 20-50 ng de DNA molde, 2,5 U de  polimerasa de 
DNA (Ecotaq; C-viral) y H2O Milli-Q estéril hasta un vol. total de 50 μl. Para alcanzar 
una elevada fiabilidad en la síntesis se utilizó la polimerasa del sistema comercial 
Expand High Fidelity PCR System (Roche). La reacción tipo constó de 1 ciclo de 5 min 
a 95ºC; 20-30 ciclos de 1 min a 94ºC seguido de 1 min a la temperatura de apareamiento 
de los oligonucleótidos al DNA molde y posteriormente 1 min/Kb DNA a amplificar a 
72ºC;  para finalizar, 1 ciclo de 10 min a 72ºC.  
 
5.7 Transformación de bacterias 
 
La transformación de E.coli se llevó a cabo mediante transformación por choque 
térmico o por electroporación En la transformación por choque térmico 100 μl de 
células competentes se mezclaron con 50 ng de DNA. Dicha mezcla se incubó en hielo 
30 min y a continuación se sometió a un choque térmico de 42ºC durante 45 s. En la 
transformación por electroporación, 50 μl de células competentes se mezclaron con 100 
ng de DNA. Dicha mezcla se incubó 1 min en hielo, se colocó en el interior de una 
cubeta de electroporación previamente enfriada en hielo y se le suministró un choque 
eléctrico de 2500 V y 15 μF. Tras el choque térmico o eléctrico se añadió 0,9 ml de LB 
a la mezcla que se incubó posteriormente durante 60-90 min a 37ºC. Transcurrido este 
tiempo se recogieron las células por centrifugación y se sembraron en medio LB sólido 
o bien se añadieron a cultivo líquido cuando fue necesario realizar ensayos de síntesis y 
purificación de proteínas. En ambos casos, el medio se suplementó con el antibiótico 
adecuado para seleccionar aquellas bacterias portadoras del plásmido que contenga el 
gen de resistencia.  
 
Las transformaciones rutinarias se llevaron a cabo en la estirpe DH5α mediante 
choque térmico o electroporación. Si el objetivo residía en la síntesis y posterior 
purificación de proteínas recombinantes, la estirpe BL21 (DE) fue la escogida. 
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5.8 Transformación de levaduras 
 
La transformación de levaduras se llevó a cabo siguiendo el método descrito por 
Ito (Ito, 1983) y posteriormente modificado por Gietz (Gietz, 1992). Dicho método se 
utilizó para obtener el escrutinio en el ensayo de de doble hibrido y para la posterior 
verificación y análisis de las interacciones. Para transformaciones rutinarias se 
resuspendió en medio YPAD líquido biomasa de la estirpe Mav203 cultivada en medio 
YPAD sólido a 30ºC 16 h. Tras medir su densidad óptica a 600 nm (DO600), se inoculó 
un cultivo del mismo medio a una DO600 de 0,1 y se incubó unas 5 h a 30ºC hasta 
obtener una DO600 de 0,4. Una vez alcanzada la DO600 deseada el cultivo se centrifugó 5 
min a 3000 g y el precipitado se resuspendió en H2O Milli-Q (1/5 del vol. del cultivo 
inicial). Tras centrifugar durante 5 min a 3000 g el precipitado obtenido se resuspendió 
en 1/100 vol. de TE/LiAc obteniendo así células competentes. Por transformación se 
mezclaron 100 μl de células competentes con 0,5 μg de DNA, 50 μg de DNA de 
esperma de salmón y 600 μl de PEG/TE/LiAc. Tras incubarla 30ºC 30 min la mezcla se 
sometió a choque térmico durante 15 min a 42ºC, se centrifugó 30 s a 15000 g y 
finalmente el precipitado resultante se resuspendió en 100 μl de H2O Milli-Q estéril 
procediendo a su siembra en placas de medio selectivo. Las placas se incubaron 48-72 h 
a 30ºC. 
 
TE/LiAc: 10 mM tris-HCl pH 7,5, 1mM EDTA pH 7,5, 0,1 M LiAc. 
 
PEG/TE/LiAc: 10 mM tris-HCl pH 7,5, 1mM EDTA pH 7,5, 0,1 M LiAc, 40 % PEG-3350 al 50%. 
 
 
5.9 Transfección transitoria de líneas celulares animales 
 
5.9.1 Fosfato cálcico 
 
Se utilizó el método clásico descrito, con algunas modificaciones (Graham, 
1973). Aproximadamente 4 horas antes de la transfección el medio de células 293T 
cultivadas al 50-70% de confluencia se reemplazó por medio nuevo (1/2 vol. inicial). 
Para transfectar células cultivadas en placas de 56,7 cm
2
, se diluyó 20 μg de DNA (18 
μg de DNA específico y 2 μg de DNA que exprese GFP) en un vol. final de 250 μl de 
H2O Milli-Q y se mezcló con 250 μl de HBS 2X. Mientras esta solución se agitaba, se 
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añadió gota a gota 50 μl de 1,25 M CaCl2. La solución de transfección resultante se 
incubó durante 20 min a RT antes de añadirla al cultivo gota a gota. Aproximadamente 
12 h después el medio de cultivo se sustituyó por medio de cultivo completo y 12-24 h 
más tarde se procedió a su análisis. 
PBS 1X: 136 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4∙H2O, 1,4 mM KH2PO4. Autoclavar. 
 
HBS 2X: 280 mM NaCl,  0,8 mM Na2HPO4∙2H2O, 0,05 mM Hepes. Ajustar el pH a 7,05, filtrar y 
congelar a -20ºC. 
 
CaCl2: 1,25 M CaCl2. Filtrar y congelar a -20ºC. 
 
 
5.9.2  Lipídico 
 
Las células HeLa, COS7 o RPE1 se transfectaron usando Lipofectamina 2000 
(Invitrogen). El día previo a la transfección, se cultivó la cantidad de células necesaria 
para que al día siguiente éstas estuvieran al 70-80% de confluencia. 1 h antes de la 
transfección el medio de cultivo se sustituyó por medio sin antibiótico. Para transfectar 
células cultivadas en placas de 9,4 cm
2
 se mezcló por un lado 4μg de DNA en 250 de 
Opti-MEM (Gibco) y por el otro, 10 μl de Lipofectamina con 240 μl de Opti-MEM (la 
cantidad de Lipofectamina varió según toxicidad celular). Tras incubar 5 min ambas 
soluciones por separado se mezclaron e incubaron 20 min más. Pasado este tiempo la 
mezcla de transfección se añadió gota a gota sobre las células cultivadas en 1,5 ml de 
medio sin antibiótico. Aproximadamente 6 h más tarde se sustituyó el medio por medio 
de cultivo completo y 12-24 h más tarde se procesaron las células para su análisis. 
 
 
6. MANIPULACIÓN DEL RNA 
 
6.1 Aislamiento y cuantificación del RNA de líneas celulares animales 
 
El aislamiento de RNA se llevó a cabo con el sistema RNeasy mini Kit (Qiagen) 
siguiendo las instrucciones del fabricante. La cuantificación se estimó por 
espectofotometría a DO260nm. La visualización de RNA se llevó a cabo en geles de 
agarosa al 0,8% en tampón TBE 0,5X teñidos con BrET (5 μg/ml).  
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6.2 Reacción de retrotranscripción a partir de RNA seguido de amplificación de 
cDNA mediante PCR  
 
Este protocolo se llevó a cabo en dos etapas. La primera consistió en obtener 
cDNA total a partir de RNA (1 μg/reacción) mediante la acción de la enzima 
retrotranscriptasa  utilizando el sistema Super-Script
TM
 First strand Síntesis for RT-PCR 
(Invitrogen) según las instrucciones del fabricante. Como control, una de las reacciones 
careció de enzima retrotranscriptasa. La segunda etapa consistió en una reacción de 
PCR utilizando 0,5-2 μl de la reacción de retrotranscripción obtenida en el paso previo. 
Las reacciones de PCR cuantitativas se realizaron con un termociclador de PCR a 
tiempo real (7500 Real Time PCR System, Applied Biosystems, 7500 System Sofware 
V1.4.0). Los oligonucleótidos empleados (diseñados por el programa Primer 3 Plus) 
presentan eficiencias de amplificación prácticamente idénticas (Tabla M6). Para 
testarlos, se realizó una recta patrón a partir de diluciones seriadas de una muestra de 
cDNA por par de oligonucleótidos y se comprobó si las pendientes de las rectas eran 
paralelas y si tenían un valor cercano a -3.3 y 3.4. Para cada reacción de PCR 
cuantitativa relativa se utilizaron las siguientes condiciones estándar: 7,5 μl de agua, 5 
μM de cada oligonucleotido, 2,5 μl de cDNA de la dilución escogida tras realizar la 
recta patrón, 12,5 μl de SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) que 
contiene el fluorocromo SYBR
®
 Green, la ampliTaq Gold DNA polimerasa, la DNA 
polimerasa LD, dNTPs con mezcla de dUTP/dTTP, el fluorocromo ROX como 
referencia pasiva y un tampón optimizado para la reacción La reacción tipo constó de  1 
ciclo de 10 min a 95 ºC; 40 ciclos de 15 s a 95ºC seguido de 1 min  a 65ºC; 1 ciclo de 
disociación que consiste en 15 s a 95ºC, 1 min a 65ºC, 15 s a 95ºC y 15 s a 60ºC. Los 
valores fueron normalizados respecto a la expresión del gen GAPDH.  
 
6.3 Transfección de RNA de interferencia  
 
Para inhibir la síntesis de distintas proteínas se utilizaron RNA de interferencia 
(Tabla M6) suministrados por Dharmacon Research (Lafayette, CO). La transfección 
transitoria de siRNA en líneas celulares se llevó a cabo usando Oligofectamina 
(Invitrogen; Ref. 12252-011). El día previo a la transfección, se sembró la cantidad de 
células necesaria para que al día siguiente éstas estuvieran al 20-30 % de confluencia. 
 62 
 
12 h antes de la transfección el medio de cultivo se sustituyó por  medio de cultivo sin 
antibióticos. Para transfectar células cultivadas en placas de 9,6 cm
2
 (NUNC; Ref. 
140675), se mezcló por un lado 2 μl de siRNA a 50 μM en 175 μl de Opti-MEM, y por 
el otro, 4 μl de Oligofectamina en 15 μl de Opti-MEM. Tras incubar 7 min ambas 
soluciones por separado, se mezclaron e incubaron 20 min más. Durante este periodo el 
medio de las células se sustituyó por Opti-MEM (0,8 ml/pocillo). Finalmente, la  
mezcla de transfección se añadió gota a gota sobre las células en cultivo. 
Aproximadamente 6 h después se sustituyó el medio por medio de cultivo completo y 
72 h más tarde se procesaron las células para su análisis. 
 
 
7. SÍNTESIS, PURIFICACIÓN Y ANÁLISIS DE PROTEÍNAS 
 
7.1 Síntesis de proteínas recombinantes en E.coli 
 
Durante la realización de este trabajo se han utilizado dos sistemas de expresión 
heteróloga en E.coli. Un sistema basado en el promotor tac, para el que fue necesario la 
utilización del plásmido pGex (Amersham Biosciences), que permitió la expresión de 
proteínas fusionadas a la proteína Glutatión-S-transferasa (GST). Estos plásmidos se 
basan en la síntesis constitutiva del represor LacI, a partir del gen lacI
q
, que se une a la 
región  operadora del promotor tac impidiendo su expresión. La presencia del análogo 
de la lactosa isopropil-beta-D-tiogalactopiranósido (IPTG) libera al represor 
permitiendo la expresión génica. 
 
El sistema basado en el promotor del fago T7 supuso la utilización de plásmidos 
de la serie pET (Novagen), que permitió la síntesis de proteínas con una secuencia de 
seis residuos de histidina en su extremo amino o carboxilo terminal. Para la expresión 
del gen de interés se requirió la utilización de la estirpe BL21 (DE), que porta en el 
cromosoma el gen codificante para la RNA polimerasa del fago T7 bajo el control del 
promotor lacUV5. Dicha construcción también es inducible por IPTG. 
 
Para la inducción se inocularon 0,25-1,5 l de LB suplementado con el antibiótico 
requerido con células BL21 (DE) electroporadas con el plásmido deseado. El cultivo se 
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mantuvo a 37ºC en agitación orbital hasta alcanzar una DO600nm de 0,5, momento en el 
que se le añadió IPTG 0,5-1 mM. Tras la adición de IPTG, el cultivo se incubó 3 h a 26-
30ºC en agitación orbital. Las células se recogieron por centrifugación 10 min a 9000 g 
y el precipitado se congelo a -80ºC durante 1 h.  
 
7.2 Obtención de extractos celulares de E.coli 
 
Para la obtención de extractos celulares de E.coli se utilizó el método de rotura 
por ultrasonidos. En primer lugar se recogieron las células por centrifugación y el 
precipitado celular obtenido se resuspendió en 6-40 ml de tampón adecuado 
suplementado con fluoruro de fenil metil sulfonilo (PMSF) 1 mM. La suspensión 
celular, mantenida en hielo se sometió a un tratamiento con ultrasonidos que consistió 
en 4-7 pulsos de 15 s y 40% amplitud, alternados con ciclos de 1 min en los que se 
cesaba el tratamiento para evitar el excesivo calentamiento de la muestra. Tras la rotura 
por ultrasonido se añadió Tritón X-100 a una concentración final del 1% y se agitó 
suavemente la suspensión 30 min a RT. Finalmente se sometió a centrifugación a 18000 
g 15 min a 4ºC. El sobrenadante obtenido se consideró el extracto crudo libre de células. 
PMSF: 17,42 g/l disuelto en isopropanol. 
 
7.3 Obtención de extractos proteicos de líneas celulares animales 
 
La preparación de extractos proteicos procedentes de líneas celulares animales 
se llevó a cabo mediante dos métodos, según se deseara obtener extractos enriquecidos 
en  proteínas nucleares y/o citoplásmicas. Todos los pasos se llevaron a cabo a 4º C. 
 
Para la obtención de un extracto proteico, formado por proteínas nucleares y 
citoplásmicas, las células en cultivo se recogieron mecánicamente en PBS 1X y se 
centrifugaron 5 min a 3000g. Los precipitados obtenidos se resuspendieron en tampón 
IP (10
6
 celulas/ 50 μl tampón de lisis) y se incubaron 10 min en agitación suave. El 
sobrenadante obtenido tras centrifugar el lisado 10 min 16000 g correspondió al 
extracto de proteínas solubles. 
 
 La obtención de extractos enriquecidos en proteínas nucleares o citoplásmicas se 
llevó a cabo mediante el método descrito por Cereghini y colaboradores (Cereghini et 
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al., 1988), con algunas modificaciones. En primer lugar, a  6-8 ∙106 de células recogidas 
por centrifugación a 2500 g 5 min se les añadió 200 μl de tampón HNB hasta su total 
resuspensión. A continuación, se añadió gota a gota y en agitación leve 100 μl de 
tampón HNB suplementado con NP-40 al 1% y la mezcla resultante se incubó en hielo 
5 min. El lisado se centrifugó a 2500 g 3 min obteniendo en el sobrenadante resultante 
el extracto citoplásmico deseado. El precipitado contuvo los núcleos celulares que 
fueron resuspendidos en 25 μl de NEB y a los que se les añadió otros 25 μl de NEB 
suplementado con NaCl 0,7 M. El lisado se incubó 15 min a 4ºC en agitación y 
posteriormente se centrifugó a 12500 g 15 min. El sobrenadante constituyó el extracto 
nuclear. 
 
Tampón IP: 50 mM tris-HCl pH 8,0, 150 mM NaCl, 1,5 mM de EDTA, 1% Tritón X-100, 1 mM  PMSF, 
una mezcla de inhibidores de proteasas (Roche). 
 
HNB: 0,5 M sacarosa, 15 mM tris-HCl pH7.5, 60 mM KCl, 0,25 mM EDTA pH 8,0, 0,125 mM EGTA 
pH 8,0, 0,5 mM espermidina, 0,15 mM espermina, 1 mM DTT, 0,5 mM PMSF, una mezcla de 
inhibidores de proteasas (Roche). 
 
NEB: 20 mM Hepes pH 7,9, 25% glicerol, 1,5 mM MgCl2, 0,25 mM EDTA pH 8,0, 0,5 mM DTT, 0,14 
M NaCl, 0,5mM PMSF, una mezcla de inhibidores de proteasas (Roche). 
 
 
7.4 Purificación de proteínas recombinantes mediante cromatografía de afinidad 
 
Para la purificación de proteínas fusionadas a la GST en E.coli se utilizaron 
columnas con matriz de Glutation Sefarosa 4B (Amershan Bioscience). Al extracto 
crudo de proteínas se le añadió 0,2 ml de matriz, previamente equilibrada en PBS 1X, 
por l de cultivo inducido. La mezcla se mantuvo en agitación suave 1h a 4ºC para 
permitir la unión de la proteína a la matriz. Tras empaquetar la matriz en una columna, 
dicha columna se lavó con 10 ml de PBS 1X dejando decantar por gravedad. Se 
llevaron a cabo un par de eluciones añadiendo en cada una 1 vol (referido a la cantidad 
de matriz utilizada) de tampón de elución G a la matriz e incubando 10 min a RT. Las 
fracciones se analizaron posteriormente por electroforesis de proteínas.  
 
Para la purificación de proteínas con cola de histidinas se utilizó la matriz His-
bind Resin
TM
 (Novagen). Al extracto crudo de proteínas realizado en tampón de unión 
se le añadió 0,5 ml de matriz cargada con 100 mM de NiSO4 y equilibrada en tampón de 
unión por l de cultivo inducido. La mezcla se mantuvo en agitación suave 1 h a 4ºC para 
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permitir la unión de la proteína a la matriz. Tras empaquetar la matriz en una columna, 
se procedió a su lavado con 10 vol. (referido a la cantidad de matriz utilizada) de 
tampón de unión seguido de 6 vol. de tampón de lavado, cuya concentración de 
imidazol permitió la eliminación de proteínas contaminantes. Finalmente, se llevaron a 
cabo tres eluciones añadiendo en cada una 4 vol. de tampón de elución 1 (E1), 2 (E2) y 
3 (E3) de forma secuencial e incubando 10 min en hielo en cada caso. Las fracciones 
recogidas se analizaron posteriormente por electroforesis de proteínas. 
 
La purificación de la proteínas GST, GST-hSNF5 y His-DNM2 utilizadas en los 
ensayos de actividad GTPasa y sedimentación se llevó a cabo mediante cromatografía 
liquida de separación rápida de proteínas (FPLC) utilizando tampón de unión, lavado y 
elución FPLC. Una pequeña fracción de las eluciones obtenidas se analizó por 
electroforesis de proteínas. Las fracciones proteicas purificadas fueron posteriormente 
concentradas y dializadas en tampón C con dispositivos Centricón siguiendo las 
instrucciones del fabricante.  
 
Tampón de elución G: 50 mM tris-HCl pH 8,0, 10 mM glutatión. 
 
Tampón de unión: 16 mM Na2HPO4, 4 mM NaH2PO4, 0,5M NaCl, 5 mM imidazol pH 7,4, 1mM PMSF 
 
Tampón de lavado: 16 mM Na2HPO4, 4 mM NaH2PO4, 0,5M NaCl, 20 mM imidazol pH 7,4. 
 
Tampón de elución: 16 mM Na2HPO4, 4 mM NaH2PO4, 0,5M NaCl, más 50 mM imidazol (E1), 200 
mM de imidazol (E2) o 500 mM imidazol (E3). 
 
Tampón de unión y de lavado FPLC: 200 mM Hepes pH 7,5, 0,4 M KCl, 20 mM imidazol pH 7,4, 
1mM PMSF, una mezcla de inhibidores de proteasas (Roche). 
 
Tampón de elución FPLC: 200 mM Hepes pH 7,5, 0,4 M KCl mas un gradiente de imidazol desde 20 
mM hasta 450 mM, una mezcla de inhibidores de proteasas (Roche). 
 
Tampón C: 20 mM Hepes pH 7,5, 1 mM EGTA, 1 mM DTT. 
 
 
7.5 Electroforesis de proteínas en geles de SDS-poliacrilamida y tinción de geles 
 
La electroforesis de proteínas en condiciones desnaturalizantes se llevó a cabo 
según el protocolo descrito por Laemmli (Laemmli, 1970) para geles discontinuos de 
poliacrilamida utilizando el sistema Mini-Protean II
TM
 (BioRad). Los geles constaban 
de dos partes: la de empaquetamiento, que favorecía la correcta migración de las 
muestras y formaba los pocillos donde se colocaban las muestras, y la de separación, 
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donde las proteínas migraban según su peso molecular. En este trabajo se usaron geles 
en los que su zona de separación contenía poliacrilamida al 7-12% según el peso 
molecular de las proteínas a estudiar. Una vez cargados se migraron a RT a 200V en 
tampón de electrodo durante 50-90 min. 
 
Las muestras se prepararon en tampón de carga desnaturalizante 1X, se hirvieron 
durante 5 min y se cargaron en el gel. Como patrones de masas moleculares se utilizó 
una mezcla de proteínas comerciales (SDS-PAGE Molecular Weight Standards, 
BioRad) bien de bajo peso molecular (Low Range) o alto peso molecular (High Range).  
 
Tras finalizar la electroforesis las proteínas presentes en los geles de 
poliacrilamida fueron transferidas a filtros de nitrocelulosa o visualizadas sumergiendo 
el gel en una solución de azul de Coomassie durante 15 min en agitación suave. 
Posteriormente los geles se lavaron varias veces con una solución desteñidora. Para su 
conservación se sumergieron en ácido acético glacial 10% o se secaron sobre papel 
Whatman utilizando un secador de geles. 
 
Gel de empaquetamiento: 0,125 M tris-HCl pH 6,8, 4% acrilamida [arilamida:bis-acrilamida 29:1 
(BioRad)], 0,1%SDS.  
Gel de separación: 0,375 M tris-HCl pH 8,8, 7-12% acrilamida, 0,1% SDS.  
Tampón de electrodo: 25 mM tris HCl pH 8,3, 192 mM glicina, 0,1% SDS. Para su polimerización se 
añadió 0,1%  APS y 0,05% TEMED. 
Tampón de carga desnaturalizante 4X: 0,2 M tris-HCl pH 6,8, 32% glicerol, 6,4 % SDS, 16% 2-
mercaptoetanol, 0,005 % azul de bromofenol. 
Solución de azul de Coomassie: 0,1% Coomassie R-250, 10% ácido acético glacial, 40% metanol. 
Solución desteñidora: 10% ácido acético glacial, 40% metanol. 
Low range: fosforilasa b (97,4 kDa), seroalbúmina (66,2 kDa), ovoalbúmina (45 kDa), anhidrasa 
carbónica (31 kDa), inhibidor de tripsógeno (21,5 kDa) y lisozima (14,4 kDa). 
High range: miosina (250 kDa), β-galactosidasa (121 kDa), seroalbumina (66,2 kDa) y ovoalbúmina (45 
kDa). 
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7.6 Cuantificación de proteínas 
 
La determinación de proteínas en extractos libres de membrana  se llevó a cabo 
en dos pasos secuenciales.  El primero consistió en cuantificar las muestras mediante el 
método de Bradford (Bradford, 1976), usando el reactivo Bradford (Bio-Rad) y 
utilizando como recta patrón cantidades crecientes conocidas de seroalbúmina bovina 
(BSA). El segundo y posterior, consistió en visualizar las muestras cuantificadas con el 
método anterior, cargándolas en geles de SDS-poliacrilamida en paralelo a cantidades 
crecientes conocidas de BSA, que finalmente se tiñeron con Coomassie. 
 
7.7 Cromatografía de afinidad a pequeña escala “pull down” 
 
El objetivo de este ensayo consistió en demostrar la existencia de interacción 
directa entre las proteínas GST-hSNF5 e His-DNM2 in vitro y determinar en qué estado 
conformacional de His-DNM2, unida a guanidín difosfato (GDP) o guanidín trifosfato 
no hidrolizable (GTPγS), tenía lugar dicha interacción. 
 
Para llevar a cabo el ensayo de pull down fue necesario en primer lugar  inducir 
la síntesis de las proteínas GST, GST-hSNF5 e His-DNM2 en la cepa BL21 (DE). En 
segundo lugar, se procedió a la purificación de las mismas obteniendo por un lado las 
proteínas GST y GST-hSNF5 unidas a matriz Glutation Sefarosa 4B y equilibradas en 
tampón PD, y por el otro,  la proteína His-DNM2 concentrada en tampón PD. Para este 
ensayo, un volumen de 50 μl de tampón PD que contenía 1,5 μg de la proteína His-
DNM2 purificada, se suplementó con 0,5 mM de GDP o GTP-γS, cuando fue necesario, 
y la mezcla se incubó durante 30 min a 4ºC en leve agitación rotatoria. Transcurrido 
este tiempo se añadió a cada muestra 1,5 μg de las proteínas GST o GST-hSNF5 unidas 
a matriz y disueltas en 300 μl de tampón PD suplementado con 0,5 mM de GDP o GTP-
γS, cuando fue necesario. A continuación las muestras se incubaron 14 h a 4ºC en 
agitación rotatoria leve para permitir la interacción entre ambas proteínas. 
Posteriormente, se centrifugaron  5 min 3000 g a 4ºC y la matriz se lavó con 1 ml de 
tampón PD, seguido de una centrifugación de 1 min 3000 g a 4ºC. Este proceso de 
lavado y centrifugación se repitió dos veces más. Por último, se añadió 20 μl de tampón 
de carga desnaturalizante a la matriz precipitada y tras hervir 5 min las muestras se 
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sometieron a electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida al 9%. La detección de las 
proteínas separadas en gel se llevó a cabo mediante el método de WB. 
 
Tampón de PD: 16 mM Na2HPO4,  4 mM NaH2PO4,  100 mM NaCl. 
 
 
7.8 Sistema de doble híbrido en levaduras 
 
El sistema de doble híbrido en levaduras se llevó a cabo con el objetivo de 
identificar proteínas que interaccionen con hSNF5 que ayuden a esclarecer su posible 
función citoplásmica.  
 
Para ello se utilizó el sistema ProQuest Two-Hybrid System (Invitrogen) basado 
en la reconstrucción del factor transcripcional dimérico GAL4 al interaccionar la 
proteína de estudio fusionada al domino de unión al DNA (GBD) de GAL4 (cebo) con 
la proteína desconocida fusionada al dominio de transactivación (GAD) de GAL4 
(presa). Esta reconstrucción activa la transcripción de los genes reporteros HIS3 y LacZ 
integrados en copia única en el genoma de la estirpe MaV203 de S.cerevisiae. El 
primero codifica una enzima implicada en la síntesis de His, cuya inhibición 
dependiente de la dosis por el 3-Amino-1,2,4-Triazol (3AT) impide la biosíntesis de 
dicho aminoácido, mientras que el segundo codifica la enzima ß-galactosidasa capaz de 
metabolizar el 5-Bromo-4-Cloro-3-Indol-ß-galactopiranósido (X-Gal) formando un 
precipitado azul. Antes de comenzar el escrutinio se determinó la concentración mínima 
de 3AT requerida para anular en nivel de activación basal del gen HIS3 en la estirpe 
MaV203, previamente transformada con pDBLeu-hSNF5/pPC86, que resultó ser de 50 
mM.  
 
Para llevar a cabo este ensayo se clonó el cDNA de hSNF5 en el plásmido 
pDBleu de forma que quedara en fase con la secuencia que codifica para el dominio de 
unión al DNA de GAL4 presente en este vector. El plásmido pDBleu contiene también 
en gen LEU2, cuya expresión permite el crecimiento de la levadura en medio sin Leu. 
El escrutinio se llevó a cabo por transformación de la construcción pDBLeu-hSNF5 
(GBD-hSNF5) y la genoteca de cDNA de embrión de ratón de 8,5 días de desarrollo 
clonada en el vector pPC86 (GAD-Y), en la estirpe MaV203. El plásmido pPC86 
contiene también en gen TRP1 cuya expresión permite el crecimiento de la levadura en 
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medio sin Trp. La reconstrucción del factor de activación GAL4, gracias a la interacción 
GBD-hSNF5/GAD-Y, permitió la selección de los clones positivos mediante 
crecimiento en medio selectivo (SC-Leu-Trp-His+3AT). El DNA plasmídico de los 
clones positivos crecidos en medio selectivo fue aislado, amplificado en E.coli DH5  y 
analizado mediante secuenciación. Posteriormente se verificó la interacción entre los 
candidatos mediante ensayos de retransformación en la estirpe MaV203 y crecimiento 
posterior en medio selectivo. A los clones  positivos se les determinó cualitativamente 
el nivel de expresión del gen LacZ según actividad -galactosidasa incubándolos en 
solución de revelado 12 h a 30ºC. Tanto en el escrutinio como en los ensayos 
posteriores, fue necesario utilizar cepas control que contienen parejas de plásmidos que 
expresan proteínas de fusión con un espectro de interacción variable (Tabla M7). 
 
Solución de revelado: 0,5 % agar, 0,5 M K-PO4  pH 7,0 , 0,01% SDS,  6,5% dimetilformamida, 0,25% 
X-Gal. 
 
3-Amino-1,2,4-Triazole (3-AT): 2,5 M de 3-AT en agua. Filtrar. 
 
Tabla 8. Cepas control utilizadas en el escrutinio de doble híbrido 
 
 
8. MÉTODOS INMUNOLÓGICOS 
 
8.1 Detección de proteínas en geles de SDS-poliacrilamida mediante Western Blot 
 
Las proteínas separadas en geles de SDS-poliacrilamida se transfirieron a una 
membrana de nitrocelulosa Trans-Blot Transfer Medium (BioRad) mediante el sistema 
de transferencia semiseca Mini Trans-Blot (BioRad). La electrotransferencia se realizó 
en tampón de transferencia durante 1-2 h con una intensidad de 1,3 mA/cm
2
. Tras 
CEPAS PLÁSMIDO 
RESIDENTE 
cDNA INSERTO INTERACCIÓN 
A 
pPC97 Ninguno  
Nula 
pPC86 Ninguno 
B 
pPC97-RB Retinoblastoma humano (aa 302-928)  
Débil 
pPC86-E2F1 Factor de transcripción E2F (aa 342-437) 
C 
pPC97-CYH2
s
-dDP DP Drosophila (aa 1-377)  
Moderada 
pPC86-d E2F E2F Drosophila (aa 225-433) 
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finalizar el proceso la membrana se tiñó con Rojo Ponceau para visualizar las proteínas 
transferidas y posteriormente se sumergió en solución de bloqueo durante 1 h a RT y 
agitación constante suave. La incubación con el anticuerpo primario (Tabla M4) se 
realizó durante 1´5 h a RT en la misma solución. Posteriormente, la membrana se lavó 3 
veces durante 15 min en solución de lavado con agitación constante moderada. Tras los 
lavados, la incubación con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de 
rábano (Tabla M5) se realizó en solución de bloqueo durante 1 h a RT. A continuación,  
se procedió a lavar la membrana 3 veces durante 15 min en solución de lavado con 
agitación constante moderada. Finalmente, el revelado de la actividad peroxidasa se 
llevó a cabo con un sistema de inmunodetección quimioluminiscente de gran 
sensibilidad (ECL Plus Western Blotting Detection System; GE Healthcare) siguiendo 
las instrucciones del fabricante. Para la detección de la señal luminosa se utilizaron 
películas autorradiográficas HyperFilm
TM
 MP (GE Healthcare). 
Tampón de transferencia: 48 mM tris-HCl, 0,037% SDS, 39 mM glicina, 20% metanol. 
Solución de rojo Ponceau: Ponceau 1 g/l,  5% ácido acético glacial.  
Solución de bloqueo: leche desnatada en polvo 50 g/l en solución de lavado. 
Solución de lavado: 0,1% Tween-20 en PBS 1X. 
 
8.2 Inmunoprecipitación de proteínas  
 
Los experimentos de inmunoprecipitación (IP) en condiciones nativas se 
realizaron a partir de fracciones proteicas solubles en tampón IP, utilizando matrices de 
proteína A o proteína G sefarosa (GE Healthcare), dependiendo de la especie e isotipo 
del anticuerpo primario usado para inmunoprecipitar. En primer lugar, tras haber 
obtenido y cuantificado el extracto proteico, se repartió por condición experimental 2 
fracciones de 1 mg del mismo y se llevaron hasta 1 ml con tampón IP. A continuación, 
se procedió a equilibrar la matriz al 50 % en el mismo tampón para posteriormente 
añadir 30 μl de dicha matriz a cada fracción La incubación posterior se llevó a cabo 
durante 1 h a 4ºC en agitación constante, seguida de una centrifugación de 5 min a 4000 
g a 4ºC, con el objetivo de eliminar del extracto aquellas proteínas que presentan 
afinidad por la matriz. De cada sobrenadante obtenido se retiraron 20 μl (20 μg de 
proteinas) que fueron utilizados posteriormente como control para determinar la 
cantidad de proteína inmuno y coinmunoprecipitada.  A los 980 μl restantes de uno de 
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los sobrenadantes se les añadió 2 μg de anticuerpo primario específico de la proteína de 
interés a inmunoprecipitar. A los otros 980 μl, se les añadió 2 μg de anticuerpo primario 
no específico (rabbit o mouse IgGs; SIGMA) como control. Tras una incubación de 14-
18 h a 4ºC en agitación constante para permitir el reconocimiento de la proteína de 
interés por el anticuerpo específico, se añadió a cada fracción 30 μl de matriz al 50% en 
tampón IP. Posteriormente las muestras se incubaron 3 h en las mismas condiciones 
para permitir la unión de la matriz a la fracción constante de los anticuerpos y se 
centrifugaron 5 min a 4000 g a 4ºC. Finalmente, a la matriz precipitada se le dio 3 
lavados con tampón de IP y se resuspendió en 30 μl de tampón de carga 
desnaturalizante 2x para su posterior análisis mediante electroforesis en geles de SDS-
poliacrilamida y WB. 
 
Respecto al ensayo proteómico, cuyo objetivo residía en encontrar proteínas de 
interacción con hSNF5 en el citoplasma, se realizó un fraccionamiento bioquímico 
obteniendo extractos citoplasmicos de células 293T previamente transfectadas con los 
vectores pCMV-7.1-3xFlag, como control, o pCMV-7.1-3xFlag-hSNF5. Dichos 
extractos fueron sometidos a IP con anticuerpos que reconocen el epítopo Flag unidos a 
matriz de agarosa. Fracciones de los extractos citoplasmicos utilizados en la IP y las 
fracciones inmunoprecipitadas se sometieron a análisis en geles de SDS-poliacrilamida, 
tinción con azul de Coomassie e identificación de las bandas resultantes en el Centro 
Nacional de Investigaciones Cardiovasculares (CNIC). La huella peptidica de cada 
muestra se obtuvo mediante espectroscopia de masa láser de desorción/ionización 
asistida por matriz (MALDI), asociada a un analizador de tiempo de vuelo (TOF). 
Tampón IP: 50 mM tris-HCl pH 8,0, 150 mM NaCl, 1,5 mM de EDTA, 1% Tritón X-100, 1 mM  PMSF, 
una mezcla de inhibidores de proteasas (Roche). 
Tampón de carga desnaturalizante 2x: 0,1 M tris-HCl pH 6,8, 16% glicerol, 3,2 % SDS, 8% 2-
mercaptoetanol, 0,0025 % azul de bromofenol. 
 
 
8.3. Inmunofluorescencia indirecta 
 
Las células crecidas en monocapa y adheridas a cubreobjetos se fijaron en PBS-
PFA 4% durante 10 min y después se permeabilizaron con PBS-T 0,5 % durante 15 
min. Tras la fijación se realizaron 2 lavados de 5 min cada uno con PBS-T 0,1% y 
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posteriormente se sumergieron los cubreobjetos en solución de bloqueo durante 1 h. A 
continuación, las células se incubaron con los anticuerpos primarios (Tabla 5) disueltos 
en solución de bloqueo durante 1,5 h. Transcurrido este tiempo se lavaron 3 veces con 
PBS-T 0,1% y se incubaron posteriormente con los anticuerpos secundarios (Tabla 6) 
disueltos también en solución de bloqueo durante 1 h a RT. Posteriormente las células 
se lavaron 3 veces más con PBS-T 0,1%, añadiendo en el último lavado de 10 min. 4`-
6-Diamino-2-fenilinol (DAPI) a 0,1 μg/ml como fluorocromo marcador de DNA, 
seguido de 2 lavados con agua. Finalmente las muestras se deshidrataron durante 2 min 
en etanol 100% y se montaron en portaobjetos sobre medio de montaje. Todo el proceso 
se realizó a RT. 
 
PBS-PFA 4 %: Paraformaldehido al 4% en PBS1X. 
PBS-T 0,5 %: 0,5 % Tritón X-100 en PBS1X. 
PBS-T 0,1%: 0,1 % Tritón X-100 en PBS1X. 
Solución de bloqueo: suero fetal bovino o de cabra al 10% en PBS-T 0,1%. 
 
8.4 Ensayo de ligación proximal  
 
Para investigar si las proteínas endógenas en estudio son capaces de 
interaccionar entre sí, se llevó a cabo un ensayo de ligación proximal o PLA (Figura 10) 
utilizando el sistema comercial Duolink (Olink Bioscience). Este ensayo, llevado a cabo 
según las instrucciones del fabricante, permitió detectar, visualizar y cuantificar la 
interacción proteína-proteína en muestras celulares preparadas para microscopía.  
 
Células HeLa crecidas en monocapa y adheridas a cubreobjetos al 70% de 
confluencia se fijaron, permeabilizaron y bloquearon. A continuación, se incubaron con 
dos anticuerpos primarios generados en diferentes especies (Tabla 5), cada uno con 
capacidad de reconocer una de las dos proteínas de interés, durante 1,5 h a RT en 
solución de bloqueo. En este trabajo se han utilizado anticuerpos primarios solos, como 
control negativo, o en combinación. Como anticuerpos primarios solos se utilizaron 
anti: R-hSNF5, DNM2, Calnexina, BAF155 y CAD. En combinación se utilizaron anti: 
R-hSNF5/BAF155 como control positivo, R-hSNF5/CAD como control negativo, y R-
hSNF5/DNM2 y R-hSNF5/Calnexina como estudio de interacción. Tras la incubación 
se realizaron 3 lavados de 5 min cada uno en PBS-T 0,1%. Posteriormente las células se 
 73 
 
incubaron con anticuerpos secundarios, que reconocen específicamente los anticuerpos 
primarios previamente utilizados, conjugados cada uno a un único DNA monocatenario 
o sonda (anti: ratón menos, cabra plus y conejo plus) en solución de bloqueo durante 1h 
a 37ºC. Si las sondas se encuentran muy próximas (<40 nm) interaccionarán a través de 
un círculo de DNA formado por otros dos oligonucleótidos de DNA. Tras 3 lavados de 
10 min en solución A, esta estructura fue ligada 30 min a 37ºC. Después de otros 2 
lavados de 5 min en solución A, fue amplificada por una polimerasa vía círculo rodante 
capaz de llevar a cabo varios cientos de ciclos de amplificación y la estructura resultante 
fue detectada mediante sondas fluorescentes de oligonucleótidos de DNA 
complementarias (Duolink detection KIT, Orange). Este último pasó requirió una 
incubación de 100 min a 37ºC y 3 lavados posteriores de 10 min en solución B seguidos 
por un último lavado de 5 min en solución B 0,01X. Finalmente las muestras se 
deshidrataron durante 2 min en etanol 100% y se montaron en portaobjetos sobre medio 
de montaje con DAPI. 
 
El resultado se detectó mediante microscopía de fluorescencia y confocal como 
estructuras punteadas rojas brillantes allí donde existe interacción entre las proteínas 
endógenas en estudio.  
 
 
 
 
 
 
 
El análisis y la cuantificación de la señal obtenida en este ensayo PLA se realizó 
gracias a la aplicación Granularity de programa MetaMorph Offline 7.1.7.0 (Molecular 
Figura 10. Representación del ensayo de ligación proximal (PLA). Para llevar a cabo este ensayo se requiere 
el uso de dos anticuerpos primarios generados en diferentes especies, que reconozcan a las proteínas de interés y 
dos anticuerpos secundarios, que reconozcan específicamente a los primarios, conjugados cada uno a un único 
DNA monocatenario o sonda. Al encontrarse las dos sondas muy próximas interaccionan a través de un círculo 
de DNA formado por otros dos oligonucleótidos de DNA. Esta estructura será ligada, amplificada y finalmente 
detectada mediante microscopía, gracias a sondas fluorescentes de oligonucleótidos de ADN complementarias, 
visualizándose en la célula como estructuras punteadas brillantes. 
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Devices) cuantificando más de 130 células por condición procedentes de 2 
experimentos independientes. 
 
Solución A: 0,01 M tris-HCl pH 7,4, 0,15 M  NaCl, 0,05% Tween-20. Filtrar. 
 
Solución B: 0,2 M tris-HCl pH 7,4, 0.1M NaCl. Filtrar. 
  
 
 
9. TÉCNICAS DE MICROSCOPÍA 
 
9.1 Microscopía de fluorescencia y Confocal 
 
Las preparaciones se observaron usando un microscopio vertical Leica 
DM6000B. Este microscopio se encuentra conectado a una cámara Leica DFC 350 FX 
para la adquisición de imágenes monocromáticas. Las imágenes de microscopía 
confocal fueron adquiridas en un microscopio confocal Leica TCS SP5. Las imágenes 
adquiridas se procesaron con los programas LAS AF (Leica), Adobe photoshop, Image 
J y/o Metamorph. 
 
9.2 Ensayo de pérdida de fluorescencia en el fotoblanqueo 
 
El ensayo de pérdida de fluorescencia en el fotoblanqueo o FLIP se llevó a cabo 
con el objetivo de demostrar, in vivo, la existencia de un constante intercambio 
dinámico entre las poblaciones GFP-hSNF5 existentes en el núcleo y el citoplasma. 
 
La técnica de  FLIP se basa en la pérdida permanente de fluorescencia de un 
fluoróforo, debido a su irreversible destrucción por modificaciones covalentes o daño 
químico inducido por exposición prolongada a excitación lumínica. Debido a sus 
propiedades bioquímicas y fotofísicas el fluoróforo más adecuado para este tipo de 
ensayo es la proteína fluorescente verde o GFP y variantes de ésta, como la proteína 
fluorescente verde potenciada o EGFP. Las propiedades físicas que hacen de estos 
fluóroforos naturales las moléculas más aptas son su fotoestabilidad, dada en parte por 
sus estructura, y su elevada intensidad lumínica, por lo que requieren una dosis menor 
de excitación lumínica provocando menor efecto fototóxico (Prendergast, 1999; 
Lippincott-Scharzt y  Patterson 2003; Chudakov et al., 2010)..  
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En los ensayos de FLIP (Figura 11) llevados a cabo en este trabajo, una región 
de interés (R) es repetidamente fotoblanqueada con laser de elevada intensidad, 
recogiendo la pérdida de fluorescencia en otras regiones mediante imágenes tomadas 
con laser de baja intensidad entre eventos de fotoblanqueado. De este modo, si las 
moléculas fluorescentes en estudio presentan elevada movilidad, tras sucesivas rondas 
de fotoblanqueado, todas pasarán a través de la región fotoblanqueada, produciéndose 
un descenso de la fluorescencia en el/los compartimento/s en estudio. Si por el 
contrario, las moléculas en estudio son inmóviles, jamás pasarán a través de la región 
fotoblanqueada, por lo que la fluorescencia en las regiones colindantes a ésta 
permanecerá constante a lo largo del tiempo.  
 
Para llevar a cabo este experimento, se transfectaron células HeLa con 
construcciones cuya expresión permitió la síntesis de las proteínas EGFP (en adelante 
GFP), GFP-H2A, GFP-hSNF5 o GFP-hSNF5∆NES. Tras 15 h de expresión y antes de 
comenzar el fotoblanqueo, el medio de cultivo DMEM suplementado con FBS y 
antibióticos fue reemplazado por DMEM sin rojo fenol suplementado con FBS y 
antibióticos. A continuación, las células fueron trasladadas a una cámara termostatizada 
a 37ºC y con suministro de CO2 al 5% acoplada al microscopio confocal Leica TCS5, 
para su análisis mediante FLIP. Tras escoger un plano que contuviera dos células 
transfectadas (Figura 11), se fotoblanqueó una de ellas con un láser de argón de máxima 
intensidad (488 nm, 100% intensidad) en una región de interés de 37,8 μm2 (zoom 
factor 3) localizada en el citoplasma (R) durante 24 periodos de 33 s cada uno. La 
pérdida de fluorescencia tras cada periodo de fotodegradado fue recogida mediante la 
captura de imágenes (0,27 ms) con un láser de argón de baja intensidad (488 nm, 4% 
intensidad). Para asegurar la inexistencia de un fotodegradado generalizado se analizó la 
fluorescencia en una región de la célula vecina no fotoblanqueada y la existente en el 
medio de cultivo. También se adquirieron imágenes a campo claro tanto al inicio como 
al final de experimento para asegurar la inexistencia de movimiento celular. 
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Finalmente, se calculó la Intensidad Media de Fluorescencia Nuclear o 
Citoplásmica (IMFN o IMFC) existente en tres regiones nucleares y tres citoplásmicas 
de la célula fotoblanqueada a lo largo de experimento mediante el uso del programa 
MetaMorph y la siguiente fórmula, adaptada de Dundr y Misteli (Dundr y Misteli,   
2003): 
[(It - Bt) x (In0  - B0)] / [(Int  - Bt) x (I0 - B0)] 
Donde: 
-It es la Intensidad Media de Fluorescencia de la región citoplásmica o nuclear de la 
célula fotoblanqueada en función del tiempo. 
-Int es la Intensidad Media de Fluorescencia de la región citoplásmica o nuclear de la 
célula vecina no fotoblanqueada en función del tiempo. 
-Bt es la Intensidad Media de Fluorescencia del medio de cultivo en función del tiempo. 
-I0 es la Intensidad Media de Fluorescencia de la región citoplásmica o nuclear de la 
célula fotoblanqueada previa al fotoblanqueo (prefotoblanqueo) 
-In0 es la Intensidad Media de Fluorescencia de la región citoplásmica o nuclear de la 
célula vecina previa al fotoblanqueo (prefotoblanqueo) 
-B0 es la Intensidad Media de Fluorescencia del medio de cultivo previa al fotoblanqueo 
(prefotoblanqueo) 
 
 
 
 
R
N
C
x 23 
PREFOTOBLANQUEO FOTOBLANQUEO CAPTURA DE IMAGEN CAPTURA DE IMAGEN
Figura 11. Representación esquemática de la técnica de FLIP realizada en este estudio. Se muestra un plano, 
al microscopio confocal, que contiene dos células que sinteticen GFP o proteínas de fusión a la misma. Una de 
ellas es repetidamente fotoblanqueada en una región de interés de localización citoplásmica (R, cuadrado blanco). 
Entre eventos de fotoblanqueo, se capturan imágenes que permitirán analizar la fluorescencia nuclear (N, 
cuadrado rojo) y citoplásmica  (C, cuadrado azul) de la célula fotoblanqueda, a lo largo del experimento. Como 
control, se analiza tanto la fluorescencia de la célula vecina (cuadrado gris) como la existente en el medio de 
cultivo (cuadrado rosa). 
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10. OTROS ENSAYOS 
 
10.1 Ensayo de endocitosis  
 
Células HeLa cultivadas sobre cubreobjetos al 20-30% de confluencia fueron 
transfectadas con diferentes siRNAs (Tabla 7) o vectores pTER (Tabla 7) durante 72 h. 
Células RPE1 cultivadas sobre cubreobjetos al 20-30% de confluencia también fueron 
transfectadas con diferentes siRNAs durante 72 h. Tras transcurrir 60 h de la 
transfección el medio de cultivo completo se sustituyó por medio con antibióticos y 
“sin” suero (0,2%). A las 72 h de la transfección, las células fueron incubadas en medio 
sin suero con transferrina conjugada al fluorocromo Alexa Fluor 647 (Sigma Aldrich) o 
dextrano conjugado con tetrametilrodamina 3000 MW (Life technologies)  a 10 μg/ml 5 
min o a 1 mg/ml 1 h, respectivamente (Cao et al., 2007; Liu et al., 2008). Tras la adición 
de dxt, en ciertos casos se añadió al medio de cultivo EGF a 30 ng/ml 1h. Después de 
las incubaciones se lavaron las células con PBS 1X seguido de un lavado en solución G 
y finalmente se procesaron para IF.  
 
El análisis de la internalización de tfn se realizó gracias a la aplicación 
Granularity, mientras que la introducción de dxt se calculó según intensidad integrada 
por unidad de área, ambas aplicaciones del programa MetaMorph Offline 7.1.7.0 
(Molecular Devices). Se cuantificó la internalización de dxt o tfn en más de 120 células 
transfectadas con siRNAs por condición, procedentes de 3 experimentos 
independientes. 
 
Solución G: 0,1 M glicina pH 3,5, 0,15 M NaCl. 
 
10.2 Ensayo de actividad GTPasa 
 
El objetivo de este ensayo in vitro consistió en determinar si la interacción 
directa entre las proteínas GST-hSNF5 e His-DNM2 afectaba a la actividad GTPasa de 
His-DNM2 en estado ensamblado (baja fuerza iónica) o desensamblado (elevada fuerza 
iónica).  La actividad GTPasa fue medida en función del tiempo, utilizando un método 
colorimétrico que detecta el fosfato (Pi) liberado en la reacción de hidrólisis del GTP 
(Leonard et al., 2005).  
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En primer lugar, fue necesario inducir la síntesis de las proteínas GST, GST-
hSNF5 e His-DNM2 en la cepa BL21 (DE). En segundo lugar, se procedió a la 
purificación, concentración y diálisis de las mismas en tampón C. Finalmente, se ensayó 
la actividad de 1 μM de His-DNM2 en función del tiempo, incubada en ausencia o en 
presencia de concentraciones crecientes (0,1, 1 ó 10 μM) de GST o GST-hSNF5 en un 
vol. de 10 μl en tampón de actividad con baja o elevada fuerza iónica, en presencia de 
0,5 mM de GTP y a 37ºC. Transcurrido el tiempo deseado se añadió a la mezcla 2,5 μl 
de EDTA, que quela el Mg
2+
 requerido para la hidrólisis del GTP inhibiendo la 
reacción, a una concentración final de 100 mM. Seguidamente, se añadió 75μl de 
solución verde de malaquita, que reacciona con el Pi liberado, a cada reacción inhibida 
de 12,5 μl. La concentración de Pi liberado por experimento se estimó por 
espectofotometría a una DO de 650 nm. Para cada ensayo se generó una curva estándar 
de Pi (0-100 μM) y muestras control que contuvieron únicamente tampón de actividad y 
GTP o tampón de actividad y His-DNM2. 
 
Tampón de actividad (baja fuerza iónica): 20 mM Hepes pH 7,5, 2 mM MgCl2, 20 mM de KCl, 1 mM 
DTT, solución verde de Malaquita. El de elevada fuerza iónica contiene 130 mM de KCl. 
Solución verde de malaquita: 1 mM de verde de Malaquita carbinol base, 10 mM de  (NH4)6 Mo7O24 . 
4H2O  en 1 N de HCl. Filtrar y conservar a 4ºC. 
Solución GTP: 100 mM GTP (lithium salt, Sigma Aldrich) en 20 mM Hepes pH 7,5. Conservar a -80ºC. 
 
 
10.3 Ensayo de sedimentación 
 
El objetivo de este ensayo in vitro consistió en determinar si la interacción 
directa entre las proteínas GST-hSNF5 e His-DNM2 afectaba al ensamblaje de His-
DNM2. 
 
Para llevarlo a cabo se utilizaron las proteínas GST, GST-hSNF5 e His-DNM2 
obtenidas en el apartado anterior. Para este ensayo, 2 μM de la proteína His-DNM2 fue 
incubada en presencia o en ausencia de dos concentraciones (0,5 o 2 μM) de GST o 
GST-hSNF5 en tampón de BFI de baja fuerza iónica a 37ºC durante 15 min para 
permitir el ensamblaje. Transcurrido este tiempo las muestras fueron centrifugadas a 
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21000 g 30 min a 4ºC obteniendo una fracción  precipitada, que contuvo la His-DNM2 
ensamblada, y una soluble (Warnock et al., 1996). La fracción precipitada fue 
resuspendida en el mismo vol. de tampón BFI que contenía la fracción soluble. A todas 
las muestras se les añadió tampón de carga desnaturalizante y tras hervirlas 5 min se 
sometieron a electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida. La detección de las 
proteínas separadas en gel se llevó a cabo mediante tinción en solución azul de 
Coomassie. 
 
Solución BFI: 20 mM de Pipes pH 7,5, 20 mM de Hepes pH 7,5, 2 mM de MgCl2, 20 mM de KCl, 1 mM 
EGTA, 1 mM  DTT. 
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1. ESTUDIO DE LA LOCALIZACIÓN CELULAR DE hSNF5 
La localización exclusivamente nuclear de hSNF5 comenzó a ser objeto de 
debate en 2001. Siete años antes, Kalpana y sus colaboradores (Kalpana et al., 1994) 
obtuvieron la primera evidencia de la existencia de esta proteína en humanos, 
consiguiendo su aislamiento, mediante escrutinio de doble híbrido, gracias a su 
interacción con la integrasa (IN) del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-
1). Pero no fue hasta 2001 cuando se demostró que hSNF5, componente nuclear 
esencial del complejo SWI/SNF (Wang et al., 1996), podía ser exportado 
transitoriamente  al citoplasma en respuesta a la infección por HIV-1 (Turelli et al., 
2001). Este último descubrimiento, ligado a la identificación de una secuencia de 
exporte nuclear (NES) en hSNF5 y a su interacción con la hCRM1/exportina1 (Craig et 
al., 2002), nos llevó a investigar la existencia de una posible fracción citoplásmica de 
hSNF5, en condiciones normales de crecimiento. 
 
1.1 Estudio de la localización celular de hSNF5  
 
El análisis de la distribución intracelular de hSNF5 en diferentes líneas celulares 
se llevó a cabo mediante tres abordajes complementarios: fraccionamiento bioquímico, 
localización de la proteína de fusión GFP-hSNF5 y localización de la proteína endógena 
hSNF5 mediante IF. 
 
En primer lugar, se realizó un fraccionamiento bioquímico con el objetivo de 
obtener extractos enriquecidos en proteínas solubles, nucleares (N) o citoplásmicas (C), 
a partir de cultivos de diferentes líneas celulares transformadas de origen humano (HeLa 
y 293T) o simio (COS7). Dichos extractos fueron analizados mediante WB, utilizando 
un anticuerpo policlonal, generado en cabra, frente a un péptido cercano al extremo C-
terminal de hSNF5 (C-hSNF5), con propósito de esclarecer su localización celular. En 
paralelo, se utilizaron anticuerpos que reconocen otras subunidades del complejo 
SWI/SNF o alfa-Tubulina (α-Tubulina), como control del fraccionamiento nuclear o 
citoplásmico, respectivamente. Como se observa en la  Figura 12, la proteína hSNF5 fue 
detectada en ambos tipos de extractos, presentando localización tanto nuclear como 
citoplásmica. Por el contrario, el resto de subunidades del complejo SWI/SNF 
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analizadas (BRG1, hBRM y BAF180) fueron detectadas exclusivamente en fracciones 
nucleares. Según lo esperado, α-Tubulina localizó casi exclusivamente en el citoplasma. 
 
 
 
Para demostrar que el marcaje observado con el anticuerpo C-hSNF5 
corresponde a la proteína hSNF5, inhibimos la expresión del gen endógeno mediante 
pequeños RNAs de interferencia o siRNAs (sihSNF5). La secuencia diana (Tabla 7), 
localizada en el dominio Rpt1 de su región codificante, fue seleccionada tras analizar su 
funcionalidad teórica mediante el programa de diseño siRNA target finder de Ambion 
(www.ambion.com/techlib/misc/siRNA_finder.html) y su uso previo en células 
humanas (Kato et al, 2007). Como control, se utilizó un oligonucleótido de secuencia 
aleatoria (siControl). El descenso de los niveles de proteína se analizó mediante WB, a 
partir de extractos nucleares y citoplásmicos de células HeLa y 293T transfectadas con 
los siControl o sihSNF5 (Figura 13). Los resultados mostraron que el sihSNF5 
consiguió inhibir eficientemente la expresión del gen endógeno en ambas líneas 
celulares y su efecto pudo observarse en fracciones nucleares y citoplásmicas, 
demostrando la especificidad del anticuerpo utilizado. 
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Figura 12. Una fracción de hSNF5 está presente en el citoplasma. Extractos nucleares (N) y citoplásmicos (C) 
obtenidos a partir de cultivos de células HeLa, 293T y COS7 se analizaron mediante Western Blot, utilizando 
anticuerpos que reconocen hSNF5 (C-hSNF5), otras subunidades del complejo SWI/SNF (BRG1, hBRM y 
BAF180) como control nuclear del fraccionamiento y α-Tubulina, como control citoplásmico del mismo. Se 
analizaron 30 μg de proteínas. 
 
Figura 13. Inhibición de la 
expresión de hSNF5. 
Extractos nucleares (N) y 
citoplásmicos (C) obtenidos a 
partir de cultivos de células 
HeLa y 293T transfectadas con 
siRNA Control (siControl) o 
siRNA hSNF5 (sihSNF5), se 
analizaron mediante Western 
Blot, utilizando anticuerpos que 
reconocen hSNF5, hBRM, 
como control nuclear del 
fraccionamiento, y HSP70, 
como control de carga. Se 
analizaron 30 μg de proteínas. 
 
hSNF5 
hSNF5 
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El segundo abordaje consistió en analizar mediante IF la distribución presentada 
por hSNF5, hBRM y BRG1, etiquetadas con proteínas fluorescentes como la EGFP, en 
adelante GFP, o la YFP, en células humanas. Para ello se transfectaron células HeLa 
con los vectores pEGFP-C2-hSNF5, pEGFP-N1-hBRM o pEYFP-C1-BRG1 y tras 24 h 
se fijaron y procesaron para IF. Como puede observarse (Figura 14) las subunidades 
ATPasas del complejo SWI/SNF, hBRM y BRG1, etiquetadas con GFP o YFP 
respectivamente, mostraron una localización exclusivamente nuclear, mientras que la 
proteína GFP-hSNF5 localizó tanto en el núcleo (excluida de los nucleolos) como en el 
citoplasma de células HeLa.  
  
Con el objetivo de evaluar si la distribución núcleo-citoplasma presentada por la 
proteína GFP-hSNF5 variaba según la cantidad del DNA incorporado, se  transfectaron 
células HeLa, cultivadas sobre cubreobjetos en placas de 9,5 cm
2
 de área, con 
cantidades crecientes (0,5, 2 o 4 μg) del vector pEGFP-C2-hSNF5.  Tras 24 horas, las 
células se fijaron y se procesaron para IF. Para cada condición, se calculó la intensidad 
media de fluorescencia (IMF), tanto en el núcleo como en el citoplasma, mediante el 
uso del programa MetaMorph, obteniendo posteriormente la relación IMF nuclear (N) 
respecto a la citoplásmica (C). Tal como se muestra en la Figura 15A, el análisis de los 
resultados reveló la existencia de una relación IMF N/C prácticamente constante (~ 2,5 
veces) e independiente a la cantidad  de DNA transfectado. Para evaluar si la 
distribución núcleo-citoplásmica de hSNF5 se veía afectada por el nivel de expresión, se 
transfectaron células HeLa con cantidades crecientes (0,5, 2 o 4 μg) del vector pEGFP-
C2-hSNF5, y  clasificaron acorde a su IMF nuclear en tres rangos (300-600, 600-900 y 
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Figura 14. Una fracción de GFP-hSNF5 localiza 
en el citoplasma de células HeLa. Células HeLa 
transfectadas con los plasmidos pEGFP-C2-
hSNF5, pEGFP-N1-hBRM o pEYFP-C1-BRG1 se 
procesaron tras 24 h para Inmunofluorescencia. 
Las proteínas GFP-hSNF5, GFP-hBRM e YFP-
BRG1 se muestran en verde. El ADN se tiñó con  
DAPI (en azul). FP: proteína fluorescente. Barra de 
escala, 10 μm. 
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>900). Los rangos definidos fueron encontrados en proporciones similares, 
independientemente de la cantidad de DNA transfectado (no mostrado).
 
 
 
 
 
 
 
Para descartar que la localización parcialmente citoplásmica de GFP-hSNF5 
(Figura 14 y 15) se deba a la elevada expresión del vector pEGFP-C2-hSNF5, se analizó 
su nivel de expresión respecto a la del gen endógeno. Para ello, se transfectaron células 
HeLa con dicho vector o con el vector pEGFP-C2, como control. Tras 30 horas, las 
células se recogieron y se procesaron, obteniendo extractos totales que fueron 
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Figura 15. GFP-hSNF5 muestra una distribución núcleo/citoplasma (N/C) similar e independiente a la 
cantidad o expresión del vector pEGFP-C2-hSNF5 transfectado. Células HeLa transfectadas con cantidades 
crecientes (0,5, 2 o 4 μg) de pEGFP-C2-hSNF5 y procesadas tras 24 h para Inmunofluorescencia. (A) 
Cuantificación de la intensidad media de fluorescencia  (IMF) de GFP-hSNF5 nuclear respecto a la citoplásmica 
(N/C) en células transfectadas con las cantidades de DNA indicadas. (B) Cuantificación de la IMF de GFP-hSNF5 
N/C en relación a los rangos de IMF nuclear indicados. Los datos representados en (A) y (B) corresponden al 
promedio ± la desviación estándar obtenidos a partir de 80 células por condición en dos experimentos 
independientes. (C) Células HeLa transfectadas con pEGFP-C2-hSNF5 (en verde) y clasificadas acorde a su IMF 
nuclear. El ADN se tiñó con DAPI (en azul). CF: contraste de fase. Barra de escala, 10 μm.  
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analizados mediante WB utilizando anticuerpos frente a hSNF5 (C-hSFN5), GFP y 
GAPDH, como control de carga (Figura 16). Los resultados analizados mostraron que 
en células HeLa la cantidad de proteína exógena duplicaba (2,25 veces) la de la 
endógena, asemejándose por tanto el nivel de expresión de GFP-hSNF5 al del gen 
endógeno. Si bien debe mencionarse la reducción (20%) de proteína hSNF5 observada 
en las células que expresaron GFP-hSNF5.  
 
 
El tercer y último abordaje, consistió en realizar una serie de IFs en células HeLa 
utilizando dos anticuerpos policlonales comerciales que reconocen la proteína hSNF5 
endógena (Figura 17).  
 
 
 
Uno de ellos, el C-hSNF5, fue generado en cabra frente a un péptido cercano al 
extremo C-terminal de la proteína. El otro, denominado R-hSNF5, fue generado en 
ratón frente a la proteína completa. Como puede apreciarse en la Figura 17, ambos 
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Figura 16. GFP-hSNF5 es sintetizada en cantidades similares 
a la proteína endógena. Extractos totales obtenidos a partir de 
células HeLa transfectadas al 45% con los vectores pEGFP-C2, 
primer carril, o pEGFP-C2-hSNF5, segundo carril, se analizaron 
mediante Western Blot. Las proteínas reconocidas por los 
anticuerpos utilizados, que reconocen hSNF5, GFP y GAPDH, se 
muestran a la derecha de cada panel. Se analizaron 30 μg de 
proteínas.  
 
 
 
Figura 17. Una fracción de la proteína endógena hSNF5 localiza en el citoplasma. Células HeLa fijadas y 
marcadas con dos anticuerpos policlonales que reconocen hSNF5. Uno generado en cabra, denominado C-hSNF5 
(en rojo) y otro, R-hSNF5, generado en ratón (en verde). El ADN se tiñó con DAPI (en azul). PH: contraste de 
fase. Barra de escala, 10 μm. 
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anticuerpos mostraron una cierta tinción citoplásmica, adicional al conocido y 
mayoritario marcaje nuclear. 
Estas aproximaciones sientan las bases y constituyen el inicio este proyecto, 
sugiriendo la existencia de una fracción citoplásmica de hSNF5 en condiciones 
normales de crecimiento. 
 
1.2 Estudio de la dinámica núcleo-citoplasma de hSNF5 
 
En células eucariotas, citoplasma y núcleo se intercomunican a través del 
Complejo de Poro Nuclear (NPC) localizado en la membrana nuclear. Compuesto por 
más de treinta proteínas diferentes denominadas nucleoporinas (Rout y Aitchison, 2000) 
forman un canal encargado de regular el transporte núcleo-citoplasma de RNAs, 
proteínas de membrana (receptores) y proteínas solubles. El transporte a través del NPC 
(Sorokin et al., 2007) puede ser dependiente o independiente de nucleoporinas, 
mediante difusión (pequeñas proteínas neutras). El importe, desde el citoplasma al 
núcleo, o el exporte, desde el núcleo al citoplasma, de la mayor parte de las proteínas es 
realizado por una gran familia de proteínas llamada carioferinas-β (King et al., 2006). 
Esta familia se compone de importinas, proteínas de unión a Secuencias de Localización 
Nuclear (NLS) que median el transporte al núcleo, y de exportinas, que se unen a 
Secuencias de Exporte Nuclear (NES) mediando su transporte al citoplasma. In vitro, el 
proceso de importe requiere la existencia de NLS, carioferina (que reconoce la NLS) e 
importina-β1 (de unión a carioferina e interacción con componentes del NPC) (Adam y 
Adam, 1994; Görlich et al., 1995). Respecto al exporte, es necesario la existencia de una 
NES y la presencia de carioferina β, siendo la Crm1 la exportina por excelencia. Las 
proteínas Ran-GTPasas juegan un papel esencial en ambos procesos de transporte, 
aunque se han descrito vías alternativas (Sorokin et al., 2007). 
 
La presencia de una fracción citoplásmica de hSNF5 en células en crecimiento 
exponencial podría indicar una retención de la proteína sintetizada previa a su 
importación al núcleo y/o  la existencia de un exporte constante de la misma desde el 
núcleo al citoplasma. La primera hipótesis podría implicar enmascaramiento de una 
NLS por cambios de carga, conformación o unión a otras moléculas de localización 
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citoplásmica. La segunda hipótesis requeriría, además de la presencia de una NLS, la 
existencia en hSNF5 de una NES, así como su interacción con la proteína que mediaría 
su exporte. Las investigaciones realizadas por Craig y colaboradores (Craig et al., 2002) 
sugirieron la presencia de una NLS en los primeros 130 aminoácidos, y demostraron la 
existencia de una NES. Estos hallazgos les llevaron a postular un modelo basado en una 
proteína nuclear, gracias a la presencia de una NLS visible y una NES inactiva, 
bloqueada u oculta. La proteína presentaría localización exclusivamente nuclear, salvo 
en ocasiones en las que la secuencia de exporte quedara expuesta tras un estímulo 
desconocido que provocara una alteración en la interacción con cierta/s proteína/s 
celulares o un cambio en su conformación. Una de las evidencias que apoyaban esta 
hipótesis se basa en un ensayo realizado por estos mismos investigadores, en los que la 
creación de un heterocarionte demostró  que la proteína de fusión GFP-hSNF5 no era 
transportada al citoplasma. Sin embargo, los resultados motrados en el apartado 1.1 
sugieren que tal vez, esta proteína nuclear implicada en remodelación  y transcripción, 
pueda presentar una dinámica molecular entre el núcleo y el citoplasma. 
 
Para solventar esta cuestión se llevaron a cabo experimentos in vivo de 
fotodegradación por láser mediante pérdida de fluorescencia en el fotoblanqueo o FLIP 
(Figura 11, página 78) (Dundr y Misteli, 2003; Snapp et al., 2003; Köster et al., 2005) 
que permitieran determinar la existencia o inexistencia de continuidad entre las 
poblaciones nucleares y citoplásmicas de hSNF5. La base de esta técnica reside en la 
pérdida permanente de fluorescencia de un fluoróforo por exposición prolongada a 
excitación lumínica, siendo la GFP (o derivados como EGFP) el fluoróforo más 
adecuado debido a sus propiedades bioquímicas y fotofísicas (Prendergast, 1999; 
Lippincott-Scharzt y Patterson, 2003; Chudakov et al., 2010). En este tipo de ensayo 
una región de interés es repetidamente fotoblanqueada con laser de elevada intensidad, 
recogiendo la pérdida de fluorescencia en otra región cercana, mediante imágenes 
tomadas entre eventos de fotoblanqueado, con laser de baja intensidad. De este modo, si 
las moléculas fluorescentes en estudio presentan elevada movilidad, pasarán a través de 
la región de interés y tras sucesivas rondas de fotoblanqueado, se producirá un descenso 
de la fluorescencia en el/los compartimento/s en estudio. 
 
Para llevar a cabo este experimento, células HeLa sintetizando EGFP (en 
adelante GFP) o proteínas de fusión a ésta, fueron visualizadas al microscopio confocal, 
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escogiendo un plano que contuviera dos células transfectadas (Materiales y métodos, 
Figura 11, página 78). Una de ellas fue fotoblanqueada en una región de interés 
localizada en el citoplasma (R). La pérdida de fluorescencia tras cada periodo de 
fotodegradado fue recogida mediante la captura de imágenes al microscopio confocal, 
analizándose posteriormente la fluorescencia existente en regiones nucleares y 
citoplásmicas de la célula fotoblanqueada mediante el uso del programa MetaMorph. 
 
Siguiendo este proedimiento se investigó la dinámica presentada por las 
proteínas hSNF5 (GFP-hSNF5) y una versión mutante de ésta (GFP-∆NES), carente de 
su secuencia de exporte nuclear o NES (deleción de aminoácidos I263-L275) (Craig et 
al., 2002), ambas  fusionadas a la GFP. En paralelo y a modo de control, monitorizamos 
la fluorescencia de la GFP y de la histona H2A fusionada a ésta (GFP-H2A). Se ha 
descrito que el NPC es capaz de mediar una difusión pasiva bi-direccional de proteínas 
menores a 60-70 kDa (Paine et al., 1975). Puesto que la GFP presenta un peso 
molecular de 27 kDa, carece de secuencias de interacción específicas (Ormo et al., 
1996) y no interacciona con ningún sustrato, decidimos escogerla como modelo 
molecular de difusión pasiva (Cardarelli et al., 2007). La GFP-H2A fue escogida como 
control por ser una proteína de distribución exclusivamente nuclear, a la que el 
fotodegradado citoplásmico no debe alterar en absoluto.  
 
Los resultados del ensayo fueron representados tanto de manera cualitativa, 
mediante imágenes captadas al microscopio confocal, al inicio del experimento y tras 
periodos de fotoblanqueo (Figura 18A), como de manera cuantitativa,  mostrando la  
intensidad media de fluorescencia (IMF) de la célula fotoblanqueada, respecto al tiempo 
(Figura 18B y C). 
 
La proteína GFP mostró una distribución uniforme (Figura 18A) de intensidad 
similar en el núcleo y el citoplasma, sin localización sub-celular específica (Wei et al., 
2003), como cabía esperar para una proteína que se mueve por difusión pasiva. Debido 
en parte a esto último, su coeficiente de difusión (D), definido como el  desplazamiento 
aleatorio o Browniano experimentado por una proteína en el tiempo, es mucho más 
elevado que el descrito para otras moléculas de localización específica (Snapp et al., 
2003). Como se muestra en la Figura 18B y C, la intensidad media de fluorescencia 
(IMF) en la célula fotoblanqueada decayó rápidamente, alcanzado la mitad de su valor 
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inicial en el citoplasma y en el núcleo, tras 3 (133 s) y 4 (166 s) periodos de 
fotoblanqueo, respectivamente. Esta pequeña diferencia de un periodo puede ser debida 
a que la GFP nuclear presenta un D menor al citoplásmico, y a que, a pesar de presentar 
un  movimiento de difusión libre hacia el citoplasma, todas las moléculas del núcleo 
deben pasar a través del NPC. La fluorescencia celular desapareció prácticamente en su 
totalidad tras 12 periodos (400 s), la mitad de los que conformaron el experimento 
(Figura 18A, B y C). 
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Figura 18. GFP-hSNF5 migra del núcleo al citoplasma. (A) Análisis mediante FLIP (pérdida de fluorescencia 
en el fotoblanqueo)  de la dinámica presentada por las proteínas GFP, GFP-Histona H2A (GFP-H2A), GFP-
hSNF5 y GFP-hSNF5 DELTA NES (GFP-∆NES) entre el núcleo y el citoplasma de células HeLa. Una de las dos 
células mostradas en cada condición, fue repetidamente fotoblanqueada en una región citoplásmica (cuadrado 
blanco), tomando imágenes al microscopio confocal entre eventos de fotoblanqueo. Se muestran imágenes 
previas al fotoblanqueo (0 s), tras 12 (400 s) y tras 24 (800 s) periodos de fotoblanqueo. (B) Intensidad media de 
fluorescencia citoplásmica relativa (IMFCR) respecto al tiempo de fotoblanqueo, presentada por GFP, GFP-
hSNF5 y GFP-∆NES en (A). (C) Intensidad media de fluorescencia nuclear relativa (IMFNR) respecto al tiempo 
de fotoblanqueo, presentada por las proteínas ensayadas en (A). Los datos obtenidos en (B) y (C) proceden del 
análisis de 10 células por condición, de tres experimentos independientes. Se realizó un análisis estadístico de 
one-way ANOVA comparando la dinámica de todas las proteínas en estudio, tras cada evento de fotoblanqueo    
(p < 0,005  desde los 33 s hasta los 800 s en  (C)).  
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Por el contrario, la GFP-H2A, pieza fundamental del octámero de histonas o 
nucleosoma, localizó exclusivamente en el núcleo de células HeLa,  permaneciendo su 
IMF nuclear constante e inalterable durante el ensayo, sin verse afectada por el 
fotoblanqueo citoplásmico (Figura 18A y C).  
 
GFP-hSNF5 presentó una localización mayoritariamente nuclear, acompañada 
por un significativo marcaje citoplásmico. La IMF del citoplasma desapareció 
rápidamente, descendiendo a la mitad de su valor inicial tras 3 periodos de fotoblanqueo 
(133 s.) y casi totalmente tras 12 periodos (400 s) (Figura 18A y B). La IMF nuclear 
descendió de manera mucho más pausada que la observada en la GFP, pues tras 4 
periodos de fotoblanqueo aun conservó aproximadamente el 75 % de su fluorescencia 
inicial. Tras 12 periodos y un descenso del 50%, su valor alcanzó el 25% de su 
intensidad inicial al finalizar el experimento (800 s) (Figura 18A y C). Este hecho 
demuestra la continuidad existente entre las poblaciones nucleares y citoplásmicas de 
hSNF5, sugiriendo la existencia de un exporte desde el núcleo hacia el citoplasma y la 
presencia de una fracción “inmóvil” nuclear que no es transportada al citoplasma. 
 
La localización de la proteína truncada GFP-∆NES fue similar a la presentada 
por la silvestre, salvo por un menor pero existente marcaje citoplásmico. Como puede 
observarse en la Figura 18A y C, la deleción de la NES en la célula fotoblanqueada, 
redujo la pérdida de fluorescencia nuclear al ser comparada con el descenso de la IMF 
nuclear de GFP-hSNF5. Si bien, debe mencionarse que esta deleción no impidió 
completamente el exporte hacia el citoplasma, posiblemente debido a la existencia de 
una segunda NES. 
 
En conjunto, estos resultados ponen de manifiesto la existencia de un continuo 
intercambio dinámico de la proteína hSNF5 entre el núcleo y el citoplasma, que seriá 
exportada activamente al citoplasma gracias al reconocimiento de su/s NES por la 
hCRM1/exportina1. 
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1.3  Estudio de secuencias de exporte y de localización nuclear en hSNF5 
 
En base a los resultados obtenidos en los experimentos de FLIP para la proteína 
de fusión GFP-hSNF5 delecionada en su única NES descrita (Craig et al., 2002), 
decidimos realizar un análisis en búsqueda de otras posibles secuencias NES. Para 
llevarlo a cabo se utilizó la primera aplicación capaz de identificar secuencias de 
exporte nuclear, llamada NetNES (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNES/) creada por 
La Cour y colaboradores (La Cour et al., 2004). Este sistema permite identificar 
secuencias de exporte nuclear ricas en leucinas en proteínas de eucariotas, combinando 
la neural network  (NN) y los modelos Markov hidden (HMM).  
 
Se ha descrito (Xu et al., 2012) que muchas de las NES identificadas pueden no 
contener específicamente leucinas, aunque todas siguen un patrón hidrofóbico. La 
secuencia consenso descrita, para estos péptidos, que suelen estar compuestos por 8 -15 
aminoácidos, es X2,3 X2,3 X , donde representa Leucina (L) , Valina (V) , 
Isoleucina (I), Metionina (M) o Fenilalanina (F) y X puede ser cualquier aminoácido, 
aunque existe predisposición por los cargados negativamente, como el Aspartato (D) o 
el Glutamato (E). Sin embargo, también se ha descrito que este tradicional consenso 
sólo ha sido capaz de identificar  al ~60% de las NES identificadas experimentalmente 
(La Cour et al., 2004). Estudios actuales alineando 234 NES experimentalmente 
identificadas,  han permitido generar el siguiente patrón, X3 X2, X , donde en la 
tercera y cuarta predominan fuertemente Leucinas. La NES descrita para hSNF5 sigue 
un patrón prácticamente  idéntico al anteriormente expuesto: X3 X2 X X.  
 
El análisis obtenido para hSNF5 (Figura 19) muestra dos posibles y teóricas 
NES, además de la NES experimentalmente identificada, 
266
LNIHVGNISLV
276
 (región 
3). Una de las secuencias, valoradas por el sistema que probablemente podría contener 
una NES, 
185
LVPIRLDMEI
194 
( X X  X  X localiza en la región número 1, y la 
otra, 
217
MFSEILLCDDLDL
229 
( XXX  X3  X , localizada en la región 2. 
Algunas de las combinaciones posibles se muestran en la Figura 19B. 
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Figura 19.  Análisis de Secuencias de Exporte Nuclear (NES) teóricas en hSNF5. (A) Localización de 
regiones que contienen dos teóricas NES (1 y 2) y la NES descrita (3), en hSNF5. Las graficas muestran los 
valores individuales de los aminoácidos (aa) analizados en las regiones 1, 2 y 3, según puntuación NES (línea  
roja), calculados a partir del Modelo Markov Hidden o HMM (línea azul) y la Artificial Neural Network y NN 
(línea verde), utilizando el programa NetNES. Los residuos puntuados [>0 y <1] se encuentran subrayados. Si la 
puntuación NES para un residuo supera el umbral (línea morada), podría formar parte de una secuencia de 
exporte nuclear. (B) Alineamiento de las secuencias detectadas como posibles NES en (A), de hSNF5, 
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Además de identificar en hSNF5 la única NES conocida, Craig y colaboradores 
(Craig et al., 2002) descubrieron la existencia de una secuencia de localización nuclear 
o NLS en los primeros 130 aminoácidos de la proteína, aunque no identificaron su 
secuencia.  
 
Existen dos tipos de NLS: la clásica o cNLS y la PY-NLS. La cNLS es la 
secuencia de localización nuclear mejor caracterizada, pudiendo ser monopartita o 
bipartita, según esté compuestas por una o dos pequeñas regiones ricas en aminoácidos 
básicos [Argininas  (R) y Lisinas (K)], respectivamente (Dingwall et al., 1991). 
Ejemplos de secuencias consenso óptimas, incluyen: K(R/K)X(R/K), KR(R/X)K, 
KR(K/R)R o K(K/R)RK para las monopartitas, y  (K/R)(K/R)X10–12(K/R)3/5 , KRX10-
12KRRK, KRX10–12K(K/R)(K/R) o KRX10–12K(K/R)X(K/R) para las bipartitas (Marfori 
et al., 2011). Aunque la distancia existente entre las dos regiones que conforman la 
cNLS bipartita suele ser de 10-12 aminoácidos, se han descrito casos en los que más de 
40 aminoácidos separaban las dos regiones  (Lange et al., 2010). La segunda clase de 
NLS identificada, denominada Prolina- Tirosina (PY)-NLS, sigue la siguiente secuencia 
consenso: R/H/KX2-5PY, donde H simboliza Histidina (Lee et al., 2006). 
 
Basándonos en lo anteriormente expuesto decidimos analizar los 130 primeros 
aminoácidos de hSNF5 en búsqueda de su NLS. Su hallazgo podría resultar muy útil en 
el estudio de su función citoplásmica permitiendo analizar la perdida de función en este 
compartimento (construyendo una versión de la proteína carente de su NLS, que 
desempeñe un papel como dominante negativo) o la ganancia de función en el mismo 
(construyendo versiones de la proteína carentes de su NES). Hallarla podría ser útil 
también a la hora de identificar proteínas que interaccionen con ella en el citoplasma 
(construyendo versiones carentes de su NLS y etiquetadas que nos permitan llevar a 
cabo experimentos de doble híbrido o análisis proteómico mediante espectrometría de 
masas. 
 
 El análisis de la secuencia aminoterminal de hSNF5 reveló dos posibles NLS 
compuestas por secuencias que cumplen alguno de los patrones citados (Figura 20). Así, 
la secuencia 
45
KRYPSLWRRLATVEERKK
62
 (KRX13RKK) cumple casi 
perfectamente el consenso (K/R)(K/R)X10–12(K/R)3/5, pudiendo ser una posible 
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secuencia bipartita, aunque también existe una posible monopartita, la secuencia 
70
KKTK
73
 (KKXK), que se ajusta al consenso K(R/K)X(R/K). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para llevar a cabo este estudio se construyeron versiones de la proteína que 
carecían de las regiones entre corchetes, mostradas en la Figura 20, mediante 
mutagénesis por PCR y posterior clonación en el vector pEGFP-C2. Una de ellas, entre  
corchetes azules, contiene tanto la segunda región de la secuencia bipartita identificada 
como 9 aminoácidos ausentes en una isoforma alternativa de hSNF5. La región entre 
corchetes rojos, abarca sólo los aminoácidos ausentes en la isoforma alternativa. La 
presencia de esta isoforma en células eucariotas puede apreciarse  en análisis por WB de 
extractos proteicos (Figura 12), visualizándose como una segunda banda debajo de la 
banda correspondiente a la isoforma más larga, que es la utilizada a lo largo de esta 
tesis. Además, decidimos delecionar una región rica en aminoácidos básicos (entre 
corchetes verdes) que en principio no sigue ningún patrón descrito. Las construcciones 
fueron trasnfectadas en células COS7 y visualizadas al microscopio de fluorescencia 
con resultados negativos. Ninguna de las posibles NLS identificadas resultó ser una 
verdadera NLS, pues ninguna de las proteínas truncadas localizó mayoritariamente en el 
citoplasma. 
 
 
 
1MMMMALSKTFGQKPVKFQLEDDGEFYMIGSEVGNYLRMFRGSLYKRYPSLWRRLATVEERKKIVAS
SHGKKTKPNTKDHGYTTLATSVTLLKASEVEEILDGNDEKYKAVSISTEPPTYLREQKAKRNSQ130
Figura 20. Identificación de secuencias de localización nuclear (NLS) en la región aminoterminal de 
hSNF5. Las secuencias identificadas como NLS en base a patrones consenso (Marfori et al., 2011) se encuentran 
subrayadas. Las Lisinas (L) y Argininas (R) se presentan en negrita. Entre corchetes se muestran las secuencias 
delecionadas en el estudio de la NLS de hSNF5. Los corchetes rojos abarcan una secuencia que está ausente en 
una isoforma alternativa de hSNF5. 
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2. BÚSQUEDA DE PROTEÍNAS QUE INTERACCIONEN CON hSNF5 EN EL 
CITOPLASMA 
 
El siguiente abordaje, tras demostrar la existencia de una fracción de hSNF5 en 
el citoplasma y la continuidad existente entre las moléculas presentes en este 
compartimento y el nuclear, consistió en buscar proteínas que interaccionen con hSNF5 
en el citoplasma. La identificación de proteínas citoplásmicas podría ayudar a esclarecer 
el papel que quizás ejerza esta proteína supresora de tumores en este compartimento.  
 
Este objetivo se abordó mediante dos aproximaciones experimentales. La 
primera consistió en un análisis mediante epectrometria de masas (MALDI-TOF) de 
proteínas capaces de coinmunoprecipitar en el citoplasma de células humanas con una 
versión etiquetada de hSNF5. La segunda se llevó a cabo mediante un escrutinio de 
doble híbrido en levaduras. 
 
2.1. Búsqueda de proteínas que interaccionen con hSNF5 mediante espectometría 
de masas  
 
Para llevar a cabo este ensayo, en primer lugar, se realizó un fraccionamiento 
bioquímico con el objetivo de obtener extractos citoplásmicos de células 293T 
previamente transfectadas con los vectores pCMV-7.1-3xFlag (cuya expresión dará 
lugar a la síntesis de un péptido que contiene triplicada la secuencia Flag), como 
control, o pCMV-7.1-3xFlag-hSNF5 (cuya expresión dará lugar a la síntesis de una 
proteína hSNF5 etiquetada con un triple epítopo Flag: 3xF-hSNF5). Dichos extractos 
fueron sometidos a inmunoprecipitación con anticuerpos que reconocen el epítopo Flag, 
unidos a matriz de agarosa. Fracciones de los extractos citoplasmicos (INPUT o  INP), 
posteriormente utilizados en la inmunoprecipitación, y las fracciones 
inmunoprecipitadas (IP), se sometieron a SDS-PAGE (utilizando geles al 7 y 12% de 
acrilamida) y posterior tinción con azul de Coomassie (Figura 21A). Las doce proteínas 
que coinmunoprecipitaron con la proteína 3xF-hSNF5 en el citoplasma se observaron 
como bandas azules en ambos geles. Porciones individuales de gel conteniendo cada 
una de las bandas visibles junto a porciones que ocuparon la misma localización en el 
carril control (3xF) fueron recortadas y procesadas para su identificación por 
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espectrometría de masa mediante MALDI-TOF. Las proteínas coinmunoprecipitadas 
identificadas se muestran en la Figura 21A.  
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Figura 21. Identificación de proteínas que interaccionan con hSNF5 en el citoplasma mediante 
espectrometría de masas (MALDI-TOF). (A) Extractos citoplásmicos obtenidos a partir de células 293T 
transfectadas con los vectores pCMV-7.1-3xFlag (carril 3xF), como control, o  pCMV-7.1-3xFlag-hSNF5 (carril 
3xF-hSNF5) se inmunoprecipitaron (IP) con anticuerpos que reconocían el epitopo Flag (F), unidos a matriz de 
agarosa. Una fracción del extracto citoplásmico denominada INPUT (0,15% de la cantidad usada en la IP) y las 
proteínas coinmunoprecipitadas, se sometieron a geles de SDS-poliacrilamida y tinción con azul de Coomassie. 
Se analizaron todas las bandas visibles del gel al 7% de acrilamida. Del gel al 12% sólo se analizaron las visibles 
de peso molecular menor a 26 kDa. Se indican las proteínas identificadas por MALDI-TOF. *: productos 
procedentes de la degradación de hSNF5. (B) Una fracción del extracto citoplásmico  (C) obtenido en (A), junto a 
su correspondiente extracto nuclear (N), se analizó mediante Western Blot. A la derecha de cada panel se 
muestran las proteínas reconocidas por los anticuerpos utilizados contra BRG1, BAF180, C-hSNF5 y α-Tubulina 
(C) Localización de la proteína 3xF-hSNF5 (en verde) en células HeLa mediante IF. El DNA se tiñó con DAPI.  
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Los resultados analizados muestran la interacción, en el citoplasma, de hSNF5 
con proteínas tan diversas como CAD (implicada en la biosíntesis de pirimidinas), 
MMS19 (miembro de la maquinaria que ensambla proteínas con hierro y azufre)  o 
proteínas de choque térmico que actúan como chaperonas entre las que encontramos 
HSP70, HSP90, GRP78 y Calnexina o CNX (estas dos últimas implicadas en la vía 
secretora). También se identificaron las proteínas RSP3 (componente de la subunidad 
40 S ribosomal), SLC25A5 (transportador mitocondrial y miembro del complejo 
MMXD), KCTD5 (adaptador en complejos E3 ligasa) y las subunidades α y β Tubulina 
(subunidades esenciales de los microtúbulos). Curiosamente, también se identificó la 
interacción de hSNF5 con un miembro del complejo SWI/SNF, BAF155. 
 
Como control de un correcto fraccionamiento bioquímico fracciones del extracto 
citoplásmico empleado en el experimento, junto a su correspondiente extracto nuclear, 
fueron analizadas mediante WB (Figura 21B) con anticuerpos que reconocen hSNF5, 
proteínas exclusivamente nucleares (BRG1 y BAF180) o citoplásmicas  (α-Tubulina). 
La Figura 21C muestra la localización presentada por la proteína 3xF-hSNF5 en células 
HeLa. 
 
2.2 Análisis de la interacción entre hSNF5/CAD y hSNF5/CNX 
 
La proteína carbamoil fosfato sintetasa/aspartato transcarbamoilasa/ 
dihidroorotasa (CAD) es una proteína multienzimática que lleva a cabo los tres primeros 
pasos de la ruta de síntesis de novo de pirimidinas (Figura 22A), siendo esencial para la 
proliferación celular (Jones et al., 1980a, 1980b). Cada uno de sus tres dominios 
estructurales (CPSII, DHO y CAD) cataliza una reacción en la ruta, siendo la actividad 
CPSasa del dominio CPSII la responsable del paso limitante en la síntesis de 
nucleótidos de pirimidinas. Se ha descrito que esta actividad se incrementa en células 
tumorales (Reardon y Weber, 1985; Sigoillot et al., 2004), regulada por la proteína 
quinasa A y por vías de señalización llevadas a cabo por quinasas activadas por 
mitógenos, de manera dependiente de proliferación y de ciclo celular (Graves et al., 
2000; Huang y Graves, 2003). Por esta razón decidimos estudiar un poco más a fondo la 
interacción entre esta proteína y hSNF5, encontrada mediante espectometría de masas, 
ya que tal vez esta interacción afecte a la actividad multienzimática de CAD. 
 100 
 
Con el fin de analizar si la interacción entre hSNF5 y CAD tenía lugar en células 
humanas en cultivo, se llevaron a cabo experimentos de coinmuoprecipitación. En estos 
ensayos extractos totales de células 293T transfectadas con la construcción pCMV-7.1-
3xFlag-hSNF5, se sometieron a inmunoprecipitación con anticuerpos que reconocen al 
epítopo Flag o  específicos frente a CAD. Como control negativo, los lisados fueron 
inmunoprecipitados en paralelo con inmunoglobulinas G no relacionadas (IgG). Un 
porcentaje del lisado (INP) y las fracciones inmunoprecipitadas (IP) se utilizaron en 
ensayos de WB para visualizar las proteínas coinmunoprecipitadas. Como se muestra en 
la Figura 22B, la proteína 3xF-hSNF5 coinmunoprecipitó con la proteína endógena 
CAD y viceversa, confirmando el resultado obtenido mediante espectrometría de masas.  
 
El siguiente paso consistió en determinar con qué dominio/s de CAD 
interaccionaba hSNF5. Para averiguarlo,  extractos totales de células 293T transfectadas 
con la construcciones pCDNA-3.1-His-Flag-CAD, pCDNA-3.1-His-Flag-CPSII, 
pOPIN-M-His-MBP-DHO o pOPIN-M-His-MBP-ATC, cuya expresión daba lugar a  la 
síntesis de la proteína completa o de cada uno de sus dominios, y pRSV-HA-hSNF5 
fueron inmunoprecipitados con anticuerpos frente a Ha (Figura 22C).  Como control 
negativo, los lisados fueron inmunoprecipitados en paralelo con inmunoglobulinas G no 
relacionadas (IgG). Un porcentaje del lisado (INP) y las fracciones inmunoprecipitadas 
(IP) se utilizaron en ensayos de WB para visualizar las proteínas coinmunoprecipitadas.  
 
Como se muestra en la Figura 22C, la proteína CAD completa, así como su 
dominio CPSII coinmunoprecipitaron con hSNF5. Este resultado sienta la base para 
estudiar en profundidad si la interacción existente entre hSNF5 y el dominio CPSII 
afecta a la actividad del mismo y con ello a la actividad de CAD. 
 
Para investigar si las proteínas endógenas en estudio (hSNF5 y CAD) son 
capaces de interaccionar entre sí, se llevó a cabo un ensayo PLA (“Proximity Ligation 
Assay”). Este ensayo permite detectar, visualizar y cuantificar  la asociación proteína-
proteína en muestras celulares preparadas para microscopía. 
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Figura 22. hSNF5 y CAD interaccionan in vivo a través del dominio CPSII de CAD en ensayos de 
coinmunoprecipitación. (A) Organización estructural y regulación de CAD. Dominios funcionales: glutaminasa 
(GLNasa), CPSII (Carbamoil Fosfato Sintetasa), Aspartato TransCarbamoilasa (ATCasa) y DiHidroOrotasa 
(DHOasa). Los ligandos alostéricos UTP (inhibidor) y PRPP (activador) se unen al dominio CPSII. La actividad 
CPS (CPSasa) es controlada por MAP quinasas (MAP-K) y fosforilación (PKA). Adaptado de Sigoilot et al., 
2004. (B) Extractos totales de células 293T transfectadas con el vector pCMV-7.1-3xFlag-hSNF5 fueron 
inmunoprecipitados (IP) con anticuerpos generados frente al epítopo Flag (Fl) o frente a la proteína CAD. Las 
proteínas coinmunoprecipitadas se muestran en los paneles superiores de cada experimento. (C) Extractos totales 
de células 293T transfectadas con los plásmidos pCDNA-3.1-His-Flag-CAD (His-3xF-CAD), pCDNA-3.1-His-
Flag-CPSII (His-CPSII), pOPIN-M-His-MBP-DHO (His-DHO) o pOPIN-M-His-MBP-ATC (His-ATC) y pRSV-
Ha-hSNF5,  fueron inmunoprecipitados (IP) con anticuerpos generados frente al epítopo Ha. Las proteínas 
coinmunoprecipitadas se muestran en el panel superior. En (A) y (B), como control negativo, los lisados fueron 
inmunoprecipitados con inmunoglobulinas (IgG). Como control de expresión se utilizó una fracción del extracto 
total, INP (2% de la cantidad usada en la IP). 
 
 
3x -hSNF5 
hSNF5 
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Como se describe detalladamente en el apartado 9.4 de Materiales y métodos, se 
requiere el uso de dos anticuerpos primarios generados en diferentes especies, que 
reconocerán las proteínas de interés, y dos anticuerpos secundarios conjugados cada uno 
a un único DNA monocatenario (sonda) que reconocerán específicamente los 
anticuerpos primarios. Si las dos sondas se encuentran muy próximas, interaccionarán a 
través de un círculo de DNA formado por otros dos oligonucleótidos de DNA. Esta 
estructura será ligada, amplificada por una polimerasa y finalmente detectada mediante 
microscopía, gracias a sondas fluorescentes de oligonucleótidos de DNA 
complementarias. En paralelo al ensayo de interaccón con CAD y haciendo uso de esta 
técnica, se investigo la posible interacción existente entre hSNF5 y una chaperona del 
retículo endoplasmático identificada por MALDI-TOF, CNX. 
 
Inesperadamente, el uso conjunto de anticuerpos primarios frente a hSNF5 y 
CAD no dio lugar a señal alguna (Figura 23A y B) en células HeLa. Este resultado no 
descarta la existencia de interacción indirecta a través de otras proteínas citoplásmicas, 
puesto que la interacción ha sido verificada previamente por IP (Figura 21A, 22B y C), 
o de interacción directa, no visible debido al gran tamaño de CAD o conformación de 
los anticuerpos en el ensayo. El uso conjunto de anticuerpos primarios frente a hSNF5 y 
CNX reveló la existencia de asociación entre los miembros que conforman la pareja, 
observándose estructuras punteadas localizadas en el lugar de interacción (Figura 23A). 
El análisis y la cuantificación de la señal obtenida en este ensayo PLA se realizó gracias 
a la aplicación Granularity del programa MetaMorph, que permite  determinar el 
número de elementos punteados por célula analizada.  
 
La localización de las proteínas mencionadas anteriormente se visualizó por IF 
en células HeLa, utilizando los mismos anticuerpos usados en el ensayo PLA. Como se 
muestra en la Figura 23B, CAD presentó localización mayoritariamente citoplásmica 
(Sigoillot et al., 2005) de marcaje más intenso alrededor de la envoltura nuclear. CNX 
mostró marcaje citoplásmico, más intenso en la zona del retículo endoplásmico, aunque 
en células HeLa esta proteína también estaba presente en la membrana celular (Figura 
23D), hecho previamente descrito (Okazaki et al., 2000). 
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Figura 23. hSNF5 interacciona con CNX, pero no con CAD, in situ mediante ensayo de ligación proximal 
(PLA). Células HeLa, fijadas y permeabilizadas, se incubaron con los anticuerpos hSNF5 (R-hSNF5), GRP78, 
CAD y CNX solos, como control negativo, o por parejas. Las regiones punteadas (en rojo) representan regiones 
de estrecha proximidad proteína-proteina. (B) Localización de las proteínas endógenas hSNF5 (en rojo), CAD y 
CNX (en verde) en células HeLa mediante Inmunofluorescencia, utilizando los anticuerpos primarios usados en 
el PLA. En el ensayo con CNX se muestran distintos planos desde la parte más basal a la más apical. Barra de 
escala 25 μm (A) y 10 μm (B). El ADN se tiñó con DAPI (en azul) en (A) y (B). (C) Cuantificación de la señal 
obtenida en (A) mediante la aplicación Granularidad del programa Metamorph. Los datos obtenidos proceden de 
dos experimentos independientes con n > 80 células por condición.  
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En conjunto, estos datos indican que hSNF5 etiquetada es capaz de interaccionar 
con CAD en ensayos de coinmunoprecipitación mediante su dominio CPSII. Sin 
embargo, los resultados negativos obtenidos en el ensayo PLA sugieren que una 
interacción indirecta. La interacción hSNF5 y CNX, identificada mediante 
espectrometría de masas, fue verificada mediante PLA. 
 
2.3 Búsqueda de proteínas que interaccionen con hSNF5 mediante escrutinio de 
doble híbrido 
 
Como segunda aproximación experimental para identificar proteínas que 
interacionen con hSNF5 se llevó a cabo el escrutinio de una genoteca de cDNA de 
embrión de ratón de 8,5 días de desarrollo mediante ensayo de doble híbrido en 
S.cerevisiae (apartado 8.8, Materiales y Métodos). Como “cebo” se utilizó la proteína 
GBD-hSNF5, resultante de la clonación del cDNA que codificaba hSNF5 en el vector 
pDBLeu, en fase con la secuencia del dominio de unión al DNA del factor 
transcripcional GAL4 (GBD). Como proteínas “presas” se utilizaron las expresadas a 
partir de la gentoteca de cDNA de ratón, clonadas en el vector pPC86, fusionadas al 
dominio de activación de  GAL4 (GAD). Para confirmar la interacción entre proteínas, 
se analizó la expresión de dos genes chivatos, HIS3 y LACZ. La existencia de 
interacción activa los genes HIS3 y LACZ, permitiendo a la levadura crecer en medio 
selectivo o producir color azul en medio con X-Gal, respectivamente. 
 
2.4 Análisis de los positivos obtenidos en el escrutinio de doble híbrido 
 
De los 3 x 10
6 
transformantes analizados en el escrutinio se aislaron 17 clones  
capaces de crecer en medio selectivo suplementado con 50 mM de 3AT. La 
secuenciación de los fragmentos de cDNA que portaban los clones obtenidos en el 
escrutinio de doble híbrido reveló que 6 de los 17 clones eran “falsos” positivos. El 
análisis de sus secuencias permitió identificar 8 proteínas diferentes, estando 2 de ellas 
codificadas por más de un cDNA (Tabla 9). Una de las proteínas obtenidas en el 
escrutinio, representada por triplicado en los cDNAs secuenciados, fue Smarcc2, una de 
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las subunidades del complejo SWI/SNF de ratón, homóloga a la subunidad BAF170 en 
humanos. Este hallazgo valida el escrutinio, pues ambas proteínas, hSNF5 y Smarcc2, 
pertenecen al complejo SWI/SNF. Además, la interacción entre hSNF5 y homólogos de 
Smarcc2 en Mus musculus (SRG3) y Arabidopsis thaliana (ATSWI3) ha sido descrita 
previamente (Sarnowski et al. 2005; Sohn et al., 2007). 
 
Tabla 9. Análisis de los positivos obtenidos en el análisis de doble híbrido 
 
Para verificar y determinar la intensidad de la interacción existente entre los 
positivos identificados y hSNF5 se llevó a cabo un ensayo de doble híbrido en 
S.cerevisiae. En este ensayo se determinó cualitativamente tanto el crecimiento de los 
clones positivos en medio selectivo (Figura 24A)  como la actividad  β-galactosidasa 
(Figura 24B) presentada por dos de ellos. Como controles del ensayo se utilizaron cepas 
derivadas de la estirpe de levadura MAV103 (Tabla 8, página 71): control A: control 
negativo que expresa proteínas que no interaccionan; control B y C: controles positivos 
que expresan proteínas de interacción  débil y moderadamente fuerte, respectivamente.  
 
El crecimiento de los clones positivos en medio selectivo reveló interacciones 
débiles entre GBD-hSNF5 y las proteínas Ikaros, HoxA10, HoxA11, Scmh1 y Cog2 
fusionadas a GAD, pues el crecimiento de los transformantes dobles en medio selectivo 
fue ligeramente superior al presentado por la levadura Control A, o al que mostraron las 
células que sintetizaron GBD solo y las proteínas  Ikaros, HoxA10, HoxA11, Scmh1 o 
Cog2 fusionadas a GAD. La interacción entre hSNF5 y Eif2b2 se clasificó como 
moderada, ya que el crecimiento mostrado en medio selectivo resultó ser similar al de la 
estirpe Control B. 
PROTEÍNA Nº CLONES FRAGMENTO 
DEL CLON* 
TAMAÑO 
COMPLETO* 
DOMINIOS 
Ikzf1/Ikaros 1 134-535 535 Dedos de zinc C2H2 
Hoxa10 1 21-343 416 Homeodomino 
Hoxa11 1 86-313 313 Homeodomino 
Scmh1 1 502-664 664 SAM, HDACid 
 
Smarcc2 
 
3 
5-617 
229-617 
320-617 
 
1213 
Cromodominio,  
SWIRM 
Cog2 1 577-731 731 HDACid 
Dnm2 isoforma aa 1 1-870 870 GTPasa, MD,GED,PH, PRD 
Eif2b2 2 1-351 351 HDACid 
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Figura 24. Interacción entre hSNF5 y los positivos encontrados en el escrutinio mediante ensayo de doble 
híbrido. El cDNA que codifica la proteína hSNF5 se clonó en fase con el dominio de unión al DNA del factor 
transcripcional GAL4 (GBD), utilizándose la construcción resultante como “cebo”. Los cDNAs de los positivos 
obtenidos en el ensayo presentes en la genoteca, fusionados al dominio de activación del DNA del factor 
transcripcional GAL4 se utilizaron como “presas”. Las levaduras cotransformadas se diluyeron en agua estéril 
hasta alcanzar una DO600 0,4 y se sembaron diluciones seriadas con factor de dilucion 10. (A) La activación del 
gen HIS3 se detectó mediante el ensayo de crecimiento en medio no selectivo (SC-Leu (L)-Trp (T)) o selectivo 
(SC-L-T-His (H)+50 mM 3AT) de la estirpe MAV203 coexpresando las construcciones indicadas en la figura. 
Las estirpes control del sistema expresan proteínas que no interaccionan entre sí (Control A), que interaccionan 
débilmente (Control B) o moderadamente fuerte (Control C). (B) La activación del gen LACZ se detectó 
determinando cualitativamente la actividad β-galactosidasa (tinción azul) en los clones mostrados en la figura. 
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 Las interacciones más fuertes las presentaron las levaduras que sintetizaron 
GBD-hSNF5 y GAD-Smarcc2 y las proteínas GBD-hSNF5 y GAD-Dnm2 (en adelante, 
DNM2). Estos clones fueron los únicos que mostraron una notable actividad β-
galactosidasa (Figura 24B). 
  
El hallazgo de la interacción entre hSNF5 y DNM2 resultó sorprendente no sólo 
por la fuerte interacción existente entre estas proteínas, sino también por el hecho de 
haber identificado una proteína de localización citoplásmica que interacciona con 
hSNF5. Como este hallazgo podría revelar un papel desempeñado por este supresor de 
tumores en el citoplasma, decidimos estudiar esta interacción más a fondo. 
 
 
3 ESTUDIO MOLECULAR DE LA INTERACCIÓN ENTRE hSNF5 y 
DINAMINA2 (DNM2) 
 
3.1 Análisis de los dominios esenciales en la interacción hSNF5/DNM2 
 
Para determinar qué dominio/s estaban implicados en la interacción entre hSNF5 
y DNM2, se generaron versiones truncadas de estas proteínas fusionadas al domino de 
unión o activación al DNA de GAL4. Estas construcciones se utilizaron como “cebo” y 
“presa” respectivamente en ensayos de interacción de doble híbrido. Para determinar los 
posibles dominios de hSNF5 involucrados en su interacción con DNM2 construimos 
versiones truncadas de la proteína, fusionadas a GBD. Una de ellas incluía la región N-
terminal (Nt), mientras que otra contuvo las repeticiones 1-2 (R1 y R2) y la región 
homóloga (RH) 3. Como se observa en la Figura 25, la expresión de ninguna de estas 
construcciones consiguió restablecer le expresión del gen HIS3 de manera similar a la 
silvestre. Este hecho refleja que existen domino/s esenciales para la interacción en 
ambos fragmentos. Por ello, se generaron otras dos construcciones, una formada por los 
dominos Nt, R1 y R2, que tampoco logró restablecer el crecimiento en medio selectivo, 
y otra constituida por los dominios Nt y HR3. 
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Los resultados obtenidos utilizando esta última construcción identificaron los 
dominios Nt y HR3 como regiones esenciales y suficientes para la interacción con 
DNM2. Sólo la levadura capaz de sintetizar las proteínas de fusión GBD-Nt-HR3 y 
GAD-DNM2 fue capaz de crecer en medio selectivo de manera similar a la estirpe que 
sintetizaba las proteínas completas (GBD-hSNF5 Y GAD-DNM2). 
GTPasa
MD
PH
GED
PRD
Nt R1 R2 HR3
SC-L-T SC-L-T-H+3AT
GAD-Dnm2GBD-hSNF5 GAD-DNM2 
Figura 25. Mapeo de la interacción entre hSNF5 y DNM2 mediante ensayo de doble híbrido. Los cDNAs 
que codificaban hSNF5 o deleciones de la misma se clonaron en fase con el dominio de unión al DNA del factor 
transcripcional GAL4 (GBD), utilizándose las construcciones resultantes como “cebo”. Los cDNAs que 
codificaban DNM2 o deleciones de la misma, se clonaron en fase con el dominio de activación del DNA de 
GAL4 (GAD), utilizándose las construcciones resultantes como “presas”. Diluciones seriadas de la estirpe de 
levadura transformada con las construcciones que se muestran en la figura, se cultivaron en medio no selectivo 
(SC-Leu (L)-Trp (T)) y en medio selectivo suplementado con 50 mM de 3AT (SC-L-T-His (H) +3AT), para 
detectar la activación del gen HIS3 gracias a la interacción. Las proteínas GBD y GAD se muestran como barras 
de color azul y rojo, respectivamente. Los dominios de las proteínas en estudio se muestran en forma de esquema: 
Nt: región N-terminal; R: repeticiones, HR: región homóloga; MD: dominio intermedio; PH: domino homólogo 
Pleckstrin; GED: dominio efector GTPasa; PRD: dominio rico en prolinas. 
 
 
 
 
 109 
 
 
Con el fin de identificar los dominio/s de DNM2 implicados en su interacción 
con hSNF5, se construyeron 5 versiones truncadas de la proteína fusionadas a GAD. 
Cada una de ellas carente de uno de los 5 dominios que conforman la proteína: GTPasa, 
MD, PH, GED y PRD. El resultado de las interacciones entre hSNF5 y las distintas 
deleciones de DNM2 indicó que los dominios GTPasa y GED fueron esenciales para la 
interacción, pues la carencia de alguno de ellos impidió por completo el crecimiento de 
la levadura en medio selectivo. Estudios recientes han demostrado que parte de los 
dominios GTPasa y GED se pliegan juntos formando un elemento estructural a través 
del cual podrían interaccionar con hSNF5 (Faelber et al., 2011; Ford et al., 2011). 
 
3.2 Estudio de la implicación de DNM2 en el exporte de hSNF5 al citoplasma 
 
 El modelo de exporte nuclear propuesto por Craig y colaboradores (Craig et al., 
2002) contempla la posibilidad de que hSNF5 presente una NES oculta por su dominio 
HR3 y que un cambio conformacional pueda desenmascarar la NES. Teniendo en 
cuenta que el domino HR3 es esencial en la interacción con DNM2, y a pesar de ser una 
proteína citoplásmica, tal vez una fracción de ésta esté presente en el núcleo o su 
entrada en este compartimento se produzca tras un estímulo desconocido. Este hecho la 
involucraría en el exporte nucleo-citoplasma de hSNF5.  
 
Para determinar si la localización nuclear de esta GTPasa dispara el exporte de 
hSNF5 se generaron un vector cuya expresión daba lugar a la proteína DNM2 fusionada 
a un epítopo Flag y a una NLS del virus SV40 (F-NLS-DNM2). También se generó otro 
vector cuya expresión daba lugar a una proteína hSNF5 etiquetada con un epítopo Ha 
(Ha-hSNF5). Ambas construcciones se expresaron en células HeLa que tras 24 h se 
procesaron para IF (Figura 26).  
 
Los resultados demuestran que la presencia nuclear de DNM2 provoca cambios 
en la distribución de hSNF5 que colocaliza con DNM2 en numerosas estructuras 
punteadas. Sin embargo, la proteína F-NLS-DNM2 no provocó el exporte de Ha-hSNF5 
al citoplasma. Es posible que la NLS fusionada a DNM2 sea dominante e impida el 
exporte. 
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3.3  Estudio de la interacción hSNF5/DNM2 mediante “pull down” 
 
Los resultados anteriormente mostrados indican que la interacción entre hSNF5 
y DNM2 es posible en la levadura in vivo. Con el propósito de comprobar si tal 
interacción se confirmaba in vitro, llevamos a cabo un ensayo de “pull down” tal y 
como se describe en el aparartado 8.7 de Materiales y Métodos. Además, como las 
dinaminas cambian de conformación en presencia de GDP o GTP, decidimos investigar 
si la interacción se veía afectada en alguna de estas condiciones. Para ello se incubaron 
las proteínas purificadas GST o GST-hSNF5 unidas a matriz “Gluthatione Sepharose® 
4B” con His-DNM2, en presencia de GDP o GTPγS (análogo no hidrolizable del GTP). 
Las proteínas precipitadas se detectaron mediante WB, utilizando anticuerpos que 
reconocen el epítopo His y la GST. Como se muestra en la Figura 27, la proteína His-
DNM2 fue eficazmente retenida por la proteína GST-hSNF5 y en igual medida, en 
presencia de GDP o GTPγS, pero no por la GST sola. Este hecho reveló que las 
proteinas hSNF5 y DNM2 son capaces de interaccionar directamente in vitro, en 
presencia de GDP o GTPγS.  
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Figura 26. DNM2 etiquetada con un epítopo Flag (F) y una Secuencia de Localización Nuclear (NLS) 
provoca redistribución de Ha-hSNF5 y colocaliza con ella en estructuras nucleares punteadas. Células 
HeLA fueron transfectadas con las construcciones pARSV-Sp-Ha-hSNF5 (en rojo) y pARSV-Sp-Flag-NLS-
DNM2 (en verde) y tras 30 h fueron procesadas para Inmunofluorescencia. Barra de escala 5 μm. El DNA se tiñó 
con DAPI.  
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3.3 Estudio de la interacción entre hSNF5 y DNM2 mediante 
coinmunoprecipitación 
 
Con el fin de analizar si la interacción entre hSNF5 y DNM2 tiene lugar en 
células humanas en cultivo se llevaron a cabo experimentos de coinmuoprecipitación. 
En estos ensayos, células 239T se transfectaron con las construcciones pAdRSV-Sp-Ha-
DNM2 y pAdRSV-Sp-Flag-hSNF5, cuya expresión daba lugar a la síntesis de las 
proteínas Ha-DNM2 y Flag-hSNF5 (F-hSNF5) respectivamente. Tras 24 horas, se 
obtuvieron extractos totales que fueron sometidos a inmunoprecipitación con 
anticuerpos generados en ratón frente al epítopo Ha, o en conejo frente al epítopo Flag 
(Figura 28A). Como control negativo, los lisados fueron sometidos a 
inmunoprecipitación en paralelo con inmunoglobulinas G no relacionadas (IgG) 
generadas en ratón o en conejo. Un porcentaje del lisado y las fracciones 
inmunoprecipitadas se utilizaron en ensayos de WB para visualizar las proteínas 
coinmunoprecipitadas. Como se muestra en la Figura 28A, hSNF5 coinmunoprecipitó 
con DNM2 y viceversa, confirmando el resultado obtenido en el escrutinio de doble 
híbrido y en el ensayo de “pull down”. 
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Figura 27. GTS-hSNF5 interacciona directamente con His-DNM2 en presencia de GDP o GTPγS mediante 
ensayo de “pull down”. Las proteínas GST o GST-hSNF5 unidas a matriz se incubaron con la proteína 
recombinante His-DNM2 en presencia de GDP o GTPγS. Las proteínas precipitadas se detectaron mediante 
Western Blot, utilizando anticuerpos que reconocen los epítopos His y GST. Se muestran las proteínas empleadas 
en el ensayo (INPUT) y las retenidas. 
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Para verificar que la interacción no se veía alterada por el cambio  
conformacional que experimenta DNM unida a GDP o GTP, se llevaron a cabo ensayos 
de co-inmunoprecipitación similares a los anteriormente descritos, en presencia de GDP 
o GTPγS (un análogo no hidrolizable del GTP). Los resultados mostraron que DNM2 
co-inmunoprecipitó con hSNF5 en igual medida en ambas condiciones (Figura 18B), 
confirmando el resultado obtenido en el ensayo de “pull down. 
 
 
3.5 Estudio de la interacción entre hSNF5 y DNM2 mediante ensayo de ligación 
proximal 
 
Para investigar la localización y la proximidad las proteínas endógenas hSNF5 y 
DNM2 en estudio se llevó a cabo un ensayo de ligación proximal (PLA) 
Como se observa en la Figura 29, el uso conjunto de anticuerpos primarios 
frente a hSNF5 y DNM2 dio lugar a una señal punteada fuerte de localización 
mayoritariamente citoplásmica (Figura 29A y C) en células HeLa, debido a la 
asociación de ambas proteínas endógenas. Sin embargo, esta señal fue prácticamente  
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Figura 28. Flag-hSNF5 (F-hSNF5) y Ha-Dinamina2 (Ha-DNM2) interaccionan in vivo en ensayos de 
coinmunoprecipitación. Extractos totales de células 293T transfectadas con construcciones de expresión de las 
proteínas Flag-hSNF5 y Ha-DNM2 fueron sometidos a inmunoprecipitación (IP) con anticuerpos generados en 
ratón frente al epítopo Ha (Ha) o en conejo frente al epítopo Flag (F). (A) en presencia de GDP o GTPγS. (B) Las 
proteínas coinmunoprecipitadas e inmunoprecipitadas se muestran en los paneles superiores e inferiores de cada 
experimento, respectivamente. Como control negativo los lisados fueron inmunoprecipitados con 
inmunoglobulinas (IgG) generadas en ratón o en conejo. Como control de expresión se utilizó una fracción del 
extracto total denominada INPUT (2% de la cantidad usada en la IP). 
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Figura 29. El ensayo de ligación proximal (PLA) in situ revela interacción entre las proteínas hSNF5 y 
DNM2 en células HeLa. (A) Células fijadas y permeabilizadas se incubaron con los anticuerpos primarios 
indicados solos o por parejas para llevar a cabo el ensayo de PLA. Como control negativo se utilizó la pareja de 
anticuerpos hSNF5/CAD y como control positivo, hSNF5/BAF155. Las regiones punteadas (en rojo) representan 
regiones de estrecha proximidad proteína-proteina. (B) Cuantificación de la señal obtenida en (A). Los datos 
obtenidos proceden de dos experimentos independientes con n > 80 ó 130 células por condición. (C) Ensayo de 
PLA realizado en una célula HeLa utilizando los anticuerpos hSNF5/DNM2, donde se aprecia una señal 
mayoritariamente citoplásmica (en rojo). PH: contraste de fase. (D) Localización de las proteínas endógenas 
hSNF5 (en rojo), DNM2, y BAF155 (en verde) en células HeLa mediante Inmunofluorescencia, utilizando los 
anticuerpos primarios usados en el PLA. Barra de escala: 25 μm (A),10 μm (C,D). El DNA se marcó con DAPI 
(en azul) en (A), (B) y (C). 
 
 
 
 114 
 
inapreciable en ensayos realizados con cada anticuerpo primario, de manera 
independiente, hecho que verifica la especificidad de dicho ensayo. Como control 
negativo, se utilizaron conjunta o independientemente anticuerpos primarios frente a 
hSNF5 y CAD. Como control positivo se utilizaron anticuerpos primarios frente a 
hSNF5 y BAF155, una subunidad del complejo SWI/SNF cuya interacción con hSNF5 
ha sido previamente demostrada (Figura 21, página 100). La localización de todas las 
proteínas mencionadas anteriormente (excepto la de CAD, mostrada previamente en le 
Figura 23C, página 105) se visualizó por IF en células HeLa utilizando los mismos 
anticuerpos usados en el ensayo PLA (Figura 29D). 
 
El análisis y la cuantificación de la señal obtenida en este ensayo PLA se realizó 
gracias a la aplicación Granularity del programa MetaMorph, que permite  determinar el 
número de elementos punteados por célula analizada. Como se muestra en la Figura 
29B, se obtuvieron 43, 23 y 2 puntos de interacción por célula, cuando se usaron 
conjuntamente anticuerpos frente a hSNF5/BAF155 (control positivo), hSNF5/DNM2 o 
hSNF5/CAD (control negativo), respectivamente.  
 
3.6 Análisis de la colocalización entre hSNF5 y DNM2 en vesículas endocíticas  
 
DNM2 desempeña un papel esencial en la endocitosis mediada por clatrina, 
mediando la escisión y liberación de las vesículas desde la membrana plasmática. 
Teniendo en cuenta su función en endocitosis y los resultados mostrados que 
demuestran interacción entre esta GTPasa citoplásmica y hSNF5 por diversas técnicas 
(doble híbrido, pull down, IP y PLA), decidimos averiguar si hSNF5 y DNM2 co-
localizan en vesículas endocíticas. Para ello se transfectaron células COS7 con las 
construcciones pEGFP-C2-hSNF5 y pAdRSV-Sp-Ha-DNM2. Tras 30 h, se añadió al 
medio de cultivo transferrina conjugada al fluorocromo Alexa fluor 647 (tfn) y tras 5 
min las células fueron procesadas para IF. La transferrina es una proteína de unión a 
hierro. Se une a su receptor en la superficie celular, siendo internalizada en vesículas 
endocíticas recubiertas por clatrina y llevada hasta los endosomas tempranos, donde 
libera el hierro. Finalmente es dirigida a los endosomas de reciclaje para ser degradada 
o llevada devuelta a la superficie celular (Mayle et al., 2012) 
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En la Figura 30A se muestra una célula COS7 con único, doble o triple marcaje. La 
localización mayoritariamente nuclear mostrada por la proteína GFP-hSNF5 vino 
acompañada de una menor señal citoplásmica, con cierto patrón punteado. La proteína 
Ha-DNM2 localizó únicamente en el citoplasma mostrando un marcaje citoplásmico de 
patrón punteado mucho más abundante que el observado para GFP-hSNF5. La tfn 
localizó en el citoplasma, marcando vesículas endocíticas. Con el objetivo de analizar la 
posible co-localización de GFP-hSNF5, Ha-DNM2 y tfn, se adquirieron imágenes a 
mayor aumento (Figura 30A) y se utilizó la aplicación Linescan del programa 
MetaMorph, que permite analizar la intensidad de fluorescencia presentada por los 
fluorocromos utilizados a lo largo de una línea dibujada. En la Figura 30B se muestra el 
perfil de intensidad de fluorescencia emitido por los tres fluorocromos empleados a 
través de dos líneas dibujadas en el citoplasma de la célula transfectada expuesta a tfn 
(último panel, Figura 30A). Como puede observarse, los picos de mayor intensidad 
correspondieron a estructuras punteadas que contenían GFP-hSNF5, Ha-DNM2 y tfn, 
indicando estos resultados que GFP-hSNF5 colocaliza en el citoplasma con Ha-DNM2 
en vesículas endociticas. 
 
Un análisis cuantitativo de los resultados demostró que el 66,5% de las 
estructuras punteadas que presentaron marcaje para Ha-DNM2, también presentaron 
marcaje para GFP-hSNF5. Respecto al evento inverso, el 81,3% de las que presentaron  
marcaje para GFP-hSNF5 también lo presentaron para Ha-DNM2 (Figura 30C). El 22,1 
% de las vesículas presentaron doble o triple marcaje, siendo uno de ellos tfn (tfn/GFP-
hSNF5, tfn/Ha-DNM2, tfn/GFP-hSNF5/Ha-DNM2). De este 22,1%, el 43% de las 
vesículas resultaron positivas exclusivamente para tfn/Ha-DNM2, el 48,4 % contuvo 
tfn/GFP-hSNF5/Ha-DNM2, mientras que sólo el 8,6% presentó marcaje para tfn/GFP-
hSNF5 (Figura 30D). Este hecho sugiere que el reclutamiento de hSNF5 a vesículas 
vendría mediado por DNM2. 
 
 En paralelo al anterior experimento, muestras de células COS7 
transfectadas con pEGFP-C2, pEGFP-C2-hSNF5, pAdRSV-Sp-Ha o pAdRSV-Sp-Ha-
DNM2, se recogieron y procesaron obteniendo extractos totales que fueron analizados 
mediante WB (Figura 31). El objetivo de este experimento consistió en determinar el 
nivel de expresión de los genes exógenos frente a los endógenos. Los resultados 
mostraron que la cantidad de proteína GFP-hSNF5 exógena prácticamente 
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Figura 30. GFP-hSNF5 y Ha-DNM2 colocalizan en vesículas endocíticas en células COS7. (A) 
Inmunofluorescencia de una célula COS7 transfectada con construcciones de expresión para las proteínas GFP-
hSNF5 (en verde) y Ha-DNM2 (en rojo), cultivada durante 5 min con transferrina-647 o tfn (en azul) y visualizada 
posteriormente al microscopio confocal. El panel derecho muestra la ampliación de una región con único, doble o 
triple marcaje. Las flechas blancas señalan vesículas endocíticas que presentan tfn, GFP-hSNF5 y Ha-DNM2. Barra 
de escala, 10 μm. (B) Perfiles que representan la intensidad de fluorescencia para GFP-hSNF5, Ha-DNM2 y tfn a lo 
largo de dos líneas blancas dibujadas en el último panel ampliado, con triple marcaje, en (A). (C) Representación 
del porcentaje de estructuras punteadas que contienen GFP-hSNF5, Ha-DNM2 o GFP-hSNF5/Ha-DNM2, mediante 
diagrama de Venn. (D) Representación del porcentaje de vesículas endocíticas que contienen tfn, además de las 
proteínas GFP-hSNF5, Ha-DNM2 o GFP-hSNF5/Ha-DNM2. Los datos obtenidos en (C) y (D) proceden de la 
cuantificación de vesículas (> 8500)  contenidas en 8 células de dos experimentos independientes. 
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quintuplicaba a la endógena (4,8), si bien debe mencionarse la disminución observada 
en la expresión de hSNF5 endógeno (8%) en células que expresaron GFP-hSNF5. 
Respecto a Ha-DNM2, la cantidad de proteína sintetizada por las células transfectadas 
duplicó (2,3) a la endógena. Los datos presentados corresponden a valores promedios de 
intensidad utilizando el programa Image J. Los datos se normalizaron respecto al nivel 
de expresión de los genes hSNF5 o DNM2 endógenos en células que expresaban GFP o 
Ha, respectivamente, teniendo en cuenta el porcentaje de transfección. 
 
 
 
 
 
3.7 Estudio de la interacción entre hSNF5 y otras isoformas de DNM mediante 
coinmunoprecipitación 
 
Como se describió con anterioridad en la introducción, en mamíferos la DNM se 
encuentra codificada por tres genes diferentes (DNM1, DNM2 y DNM3) que presentan 
múltiples variantes de splicing (Figura 5) (Cao et al., 1998). DNM1 presenta elevados 
niveles de expresión en tejido nervioso (Nakata et al., 1991; Ferguson et al. 2007), 
aunque su síntesis es capaz de detectarse en líneas celulares no neuronales (Liu et al., 
2008; Ferguson et al., 2009). DNM2  es ubicua (Cao et al., 1998, Ferguson et al., 2007) 
mientras que DNM3 se expresa mayoritariamente en cerebro y testículo, y en menor 
cuantía, en pulmón y corazón.  
 
La existencia de una elevada homología  entre las tres isoformas y la capacidad 
de hSNF5 de interaccionar con una de ellas, DNM2 (aa),  nos llevó a analizar la 
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Figura 31. Expresión de GFP-hSNF5 y Ha-DNM2 en células COS7. Células COS7 fueron transfectadas al     
80 % con las construcciones pEGFP-C2, pEGFP-C2-hSNF5, pAdRSV-Sp-Ha o pAdRSV-Sp-Ha-DNM2. Tras 
30h, se obtuvieron extractos totales que fueron analizados mediante Western Blot. A la derecha de cada panel se 
muestran las proteínas reconocidas por los anticuerpos C-hSNF5,GFP, Ha, DNM2 y GAPDH,La expresión de 
GAPDH se utilizó como control de carga.  
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posibilidad de interacción entre hSNF5 y el resto de isoformas. Para ello, se llevaron a 
cabo experimentos de coinmuoprecipitación en los que células 239T se transfectaron 
con las construcciones pDSRed-monomer-Hyg-C1-hSNF5 y pEGFP-N1-DNM1 (bb), 
pEGFP-N1-DNM2 (ba) o pEGFP-N1-DNM3 (aaa), cuya expresión daba lugar a la 
síntesis de las proteínas DSRed-hSNF5, GFP-DNM1, GFP-DNM2 y GFP-DNM3, 
respectivamente. Tras 24 horas, se obtuvieron extractos totales que fueron sometidos a 
inmunoprecipitación con anticuerpos generados en cabra frente al epítopo GFP o la 
proteína endógena hSNF5 (Figura 32). Como control negativo, los lisados fueron 
sometidos a inmunoprecipitación en paralelo con inmunoglobulinas G no relacionadas 
(IgG) generadas en conejo. Un porcentaje del lisado y las fracciones inmunoprecipitadas 
se analizaron mediante WB para visualizar las proteínas co-inmunoprecipitadas.  
 
Como se muestra en la Figura 32, hSNF5 coinmunoprecipitó con las tres 
isoformas y las tres isoformas coinmunoprecipitaron con hSNF5, en igual medida. La 
posible existencia de especialización dependiente de isoforma podría reflejar diferentes 
funciones llevadas a cabo por hSNF5 a nivel celular. 
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Figura 32. DSRed-5 interacciona con GFP-DNM1, GFP-DNM2 y GFP-DNM3 in vivo mediante ensayos de 
coinmunoprecipitación. Extractos totales de células 293T expresando las proteínas DSRed-hSNF5 y GFP-
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GFP. Como control negativo, los lisados fueron inmunoprecipitados con inmunoglobulinas (IgG) generadas en 
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4-ANÁLISIS FUNCIONAL DE LA INTERACCIÓN ENTRE hSNF5 Y DNM2 
 
4.1 Estudio del efecto del silenciamiento de hSNF5 sobre la endocitosis dependiente 
de DNM2 
 
Dada la interacción existente entre las proteínas hSNF5 y DNM2, decidimos 
analizar si la carencia de hSNF5 afectaba a funciones dependientes de DNM2. DNM2 
desempeña un papel fundamental en endocitosis, especialmente en la endocitosis 
mediada por vesículas recubiertas de clatrina (CME). Sin embargo, también se ha 
descrito su implicación en otros procesos endocíticos independientes de clatrina 
(Doherty y McMahon, 2009). Debido a lo anteriormente descrito decidimos investigar 
si el silenciamiento de hSNF5 afectaba a dos vías endocíticas dependientes de DNM2: 
la CME y endocitosis basal de fluido. 
 
4.1.1 Efecto del silenciamiento de hSNF5 en la endocitosis mediada por clatrina  
 
Con el fin de determinar si la ausencia de hSNF5 provocaba algún efecto en la 
CME utilizamos una estrategia basada en la inhibición de la expresión génica mediante 
siRNAs, seguida por estudios de internalización de transferrina (tfn), marcador de 
CME. Para llevar a cabo este ensayo se transfectaron células HeLa con los siRNAs 
Control (siControl) o  hSNF5 (sihSNF5). A modo de control, se inhibió la expresión de 
DNM2 mediante siRNA (siDNM2), pues se ha descrito que tanto esta forma de 
silenciamiento, como el uso de mutantes (Lys44Ala o Lys535Ala) o inhibidores 
(dynasore, dynole-34-2 or dyngo), bloquean este tipo de endocitosis dependiente de 
DNM2 (McMahon y Bucrot, 2011). Tras 72 h, se añadió al medio de cultivo carente de 
suero fetal bovino, transferrina conjugada al fluorocromo Alexa fluor 647 (tfn) y 
posteriormente las células se fijaron y procesaron para IF.  
 
Un análisis cualitativo (Figura 33A) y cuantitativo de los resultados (Figura 
33C)  mostró que, según lo esperado, el silenciamiento de DNM2 provocó una 
disminución en la internalización de tfn de más del 90%. Sorprendentemente, resultados 
similares se obtuvieron al inhibir la expresión de hSNF5 mediante siRNA, descendiendo 
la endocitosis de transferrina prácticamente en un 80%. El análisis cuantitativo de la 
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incorporación de tfn se llevó a cabo mediante la aplicación Granularity del programa 
Metamorph.  
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Figura 33. Inhibir la expresión de hSNF5, pero no de hBRM y/o BRG1, mediante RNA de interferencia 
(siRNA) provoca una disminución de la EMC en células HeLa. La EMC fue evaluada mediante la 
internalización de transferrina marcada con Alexa fluor 647 (tfn). (A) Células HeLa transfectadas con siRNAs 
Control (siControl), hSNF5 (sihSNF5) o DNM2 (siDNM2) y posteriormente expuestas a tfn (en rojo), se fijaron y 
marcaron para hSNF5 o DNM2 (en verde). (B) Células HeLa transfectadas con siRNAs Control (siControl), 
hBRM (sihBRM) y/o BRG1 (siBRG1) y posteriormente expuestas a tfn (en rojo), se fijaron y marcaron para 
hBRM o BRG1 (en verde). En A y B el DNA se tiñó con DAPI (en azul). Barra de escala en A y B: 25 μm. (C) 
Cuantificación de la internalización de tfn en imágenes adquiridas al microscopio confocal en los experimentos A 
y B, utilizando la aplicación Granularity del programa Metamorph. Los datos obtenidos representan la media y la 
desviación estándar de > 150 células silenciadas por condición en tres experimentos independientes, 
normalizados respecto a la condición control. Los resultados se analizaron estadísticamente mediante un t-student 
* p<0,005, ** p<0,0005.  
 
 
 La endocitosis mediada por clatrina disminuye en células en las que hSNF5 
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Con el fin de determinar si el complejo SWI/SNF era responsable de este efecto, 
células HeLa transfectadas con siRNAs, que inhibían específicamente la expresión de 
las ATPasa de este complejo remodelador de cromatina, hBRM (sihBRM) y/o BRG1 
(siBRG1), se sometieron al ensayo previamente descrito. Como se observa en la Figura 
33B y C, ni siquiera la inhibición conjunta de la expresión de hBRM y BRG1 afectó a la 
internalización de tfn. Además, el descenso en la internalización se observó mediante 
IF, tanto en un tipo celular no transformado de epitelio de retina (RPE1) transfectado 
con sihSNF5 (Figura 34), como en células HeLa transfectadas con otro siRNA para 
hSNF5 (sihSNF5.2) o un shRNA (pTER-hSNF5) (Figura 35). Como control, se 
transfectaron células RPE con siDNM2 y se sometieron a ensayos de internalización de 
tfn. 
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Figura 34. Inhibir la expresión de hSNF5 mediante RNA de interferencia (siRNA) provoca una disminución de 
la CME en células RPE1. Células RPE1 transfectadas con los siRNA Control (siControl), hSNF5 (sihSNF5) o DNM2 
(siDNM2) se expusieron a transferrina marcada con Alexa fluor (tfn, en rojo) en ausencia de suero, se fijaron y se 
marcaron para DNM2 o hSNF5 (en verde). El DNA se tiñó con DAPI (azul).  
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Los resultados obtenidos demuestran que silenciar hSNF5 afecta negativamente 
a la internalización de tfn, sugiriendo que hSNF5 desempeña un papel en la endocitosis 
mediada por clatrina, con independencia del complejo SWI/SNF.  
 
 
4.1.2 Efecto del silenciamiento de hSNF5 en la endocitosis basal de fluido 
 
Una vez demostrada la importancia de hSNF5 en la CME decidimos analizar si 
la ausencia de esta proteína podría afectar a otras vías endocíticas dependientes de 
DNM2. Por ello, decidimos investigar el efecto que podría causar la inhibición de la 
expresión de hSNF5 en la internalización de la fase fluida. En  las células, este proceso 
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Figura 35. Inhibir la expresión de hSNF5 mediante otro RNA de interferencia (siRNA) y un short hairping 
RNA (shRNA), provoca una disminución de la CME en células HeLa. La EMC fue evaluada mediante la 
internalización de transferrina marcada con Alexa fluor 647 (tfn, en rojo). (A) Extractos totales de células HeLa 
transfectadas con siRNA Control (siControl), siRNA hSNF5.2 (sihSNF5.2), shRNA Control o  shRNA hSNF5 
(clonados en el vector pTER), se analizaron mediante Western Blot utilizando anticuerpos frente a hSNF5 y 
HSP70. (B) Paneles superiores: células HeLa transfectadas con pTER-hSNF5 y pDSRed-monomer-Hyg-C1, y 
marcadas para hSNF5. El vector pDSRed-monomer-Hyg-C1 (DSRed) se utilizó como control de cotransfección. 
Paneles inferiores: células HeLa transfectadas con pTER-Control o pTER-hSNF5, expuestas a tfn y marcadas 
para hSNF5. (C) Células HeLa transfectadas con los siControl o sihSNF5.2, expuestas a tfn y marcadas para 
hSNF5. En B y C el DNA se tiñó con DAPI (en azul) y hSNF5 se marcó en verde. Barra de escala 25 μm. 
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puede llevarse a cabo a pequeña escala, mediante vías dependientes e independientes de 
DNM2,  o gran escala, mediante macropinocitosis, independiente de DNM2. 
 
Cao H. y colaboradores demostraron en 2007 (Cao et al., 2007) la implicación 
de DNM2 en la absorción de fluido extracelular, utilizando moléculas de dextrano 
(polisacárido hidrofílico) como marcador de este tipo de endocitosis. Sus estudios 
descartaron la intervención de la CME o la vía mediada por caveolas en este proceso 
endocítico, aún siendo vías dependientes de DNM2. La inhibición de estas dos vías 
mediante siRNAs no produjo efecto alguno en la absorción de dicho polisacárido. Sin 
embargo, la ausencia de DNM2 o el bloqueo de su actividad provocaron un descenso de 
más del 60% en  la internalización de dextrano en medio prácticamente carente de 
suero, afectando a la endocitosis de fluido. Si bien, no puede descartarse que la 
disrupción de una vía estimule otra vía compensatoria (Damke et al, 1995), ni que otros 
procesos endocíticos estén involucrados en menor medida.  
 
Por el contrario, en ausencia de DNM2 la adición al medio del factor de 
crecimiento epidérmico EGF logró rescatar en gran medida la absorción de dextrano 
(Cao et al., 2007). Aunque este factor de crecimiento estimula sobre todo la CME, se ha 
descrito que a elevadas concentraciones activa también vías independientes de clatrina 
capaces de internalizar marcadores pinocíticos, como el dextrano. Entre ellas 
encontramos la macropinocitosis (independiente de DNM2), la vía mediada por 
caveolas (Sigismund et al., 2005; Orlichenko et al., 2006) o la llevada a cabo a partir de 
pliegues dorsales de membrana (ambas dependientes de DNM2) (Orth et al., 2006; Orth 
and McNiven, 2006). Por todo ello, la única vía a través de la cual puede internalizarse 
el dextrano en ausencia de DNM2 parece ser la vía macropinocítica. 
 
Debido a lo anteriormente expuesto, decidimos investigar si el silenciamiento de 
hSNF5 podría ejercer algún efecto sobre la endocitosis basal de fluidos (dependiente de 
DNM2) o sobre la endocitosis de fluidos estimulada mediante EGF, donde la 
macropinocitosis, independiente de DNM2, se activa. Estos ensayos aclararían si la 
ausencia de hSNF5 afecta únicamente a vías dependientes de DNM2 o si por el 
contrario, otras vías en las que DNM2 no es directamente necesaria se ven perjudicadas. 
Para llevar a cabo estos ensayos, se transfectaron células HeLa con los siRNAs Control 
(siControl) o hSNF5 (sihSNF5). En paralelo, y a modo de control, se inhibió la 
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expresión de DNM2 mediante RNA de interferencia (siDNM2). Tras 72 h de la 
transfección, se añadió al medio de cultivo carente de suero dextrano conjugado al 
fluorocromo tetrametilrodamina (dxt). Finalmente, las células se fijaron y procesaron 
para inmunofluorescencia. El análisis cuantitativo de la incorporación de dxt se llevó a 
cabo determinando la intensidad integrada de la señal emitida por el fluorocromo, por 
área celular, utilizando el programa Metamorph. 
 
Un análisis cualitativo (Figura 36A) y cuantitativo de los resultados (Figura 
36C)  mostró que, según lo esperado, el silenciamiento de DNM2 provocó que la 
absorción de dxt en condiciones basales (medio carente de suero y EGF) se redujera un 
46%. Sorprendentemente, resultados similares se obtuvieron al inhibir la expresión de 
hSNF5 mediante siRNA, descendiendo la internalización casi un 40% respecto a la 
condición control (Figura 36A y C). Estos resultados demuestran la importancia de 
hSNF5 en la endocitosis basal de fluidos, pero ¿su carencia afecta a vías endocíticas 
independientes de DNM2, como la macropinocitosis?. Para resolver esta cuestión se 
añadió EGF y dxt  al medio de cultivo carente de suero de células HeLa transfectadas 
con  los siControl, siDNM2 o sihSNF5. La elevada internalización (80-90%) observada 
tanto en ausencia de DNM2 como de hSNF5, indicó que probablemente otra vía 
independiente de DNM2 e implicada en la absorción de fluido se encontraba activa, la 
vía macropinocítica.  
 
En conjunto, los resultados obtenidos, tanto en este apartado como en el anterior, 
sugieren que la proteína hSNF5 desempeña un papel esencial en procesos endocíticos 
dependientes de DNM2, como la CME o la endocitosis basal de fluidos, sin afectar a 
vías independientes de DNM2, como la endocitosis de fluido estimulada. 
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Figura 36. Inhibir la expresión de hSNF5 provoca una disminución de la endocitosis basal de fluido en 
células HeLa. La endocitosis basal de fluido fue evaluada mediante la internalización de dextrano conjugado con 
tetrametilrodamina (dxt) en ausencia de suero y factor de crecimiento epidérmico (EGF). La endocitosis de fluido 
estimulada fue evaluada mediante la internalización de dxt en ausencia de suero y presencia de EGF. (A) Células 
HeLa transfectadas con siRNAs Control (siControl), hSNF5 (sihSNF5) o DNM2 (siDNM2) y posteriormente 
expuestas o no a EGF (+EGF,-EGF) y a dxt (en rojo), se fijaron y marcaron para hSNF5 o DNM2 (en verde). El 
DNA se tiñó con DAPI (en azul). Barra de escala: 25 μm. (B) Cuantificación de la internalización de dxt en 
imágenes adquiridas en microscopio confocal en los experimentos realizados en A, determinando la intensidad 
integrada por unidad de área mediante el programa Metamorph.Los datos obtenidos representan la media y la 
desviación estándar de > 120 células silenciadas por condición en tres experimentos independientes, 
normalizados respecto a la condición control. Los resultados se analizaron estadísticamente mediante un t-student 
* p<0,005. 
 
 
 La endocitosis mediada por clatrina disminuye en células en las que hSNF5 
El silenciamiento de hSNF5, pero no el de hBRM y/o BRG1  
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4.2  Análisis de la actividad GTPasa y ensamblaje de DNM2 en presencia de hSNF5  
 
La capacidad intrínseca de la DNM para formar polímeros helicoidales es 
esencial en su función celular (Ferguson y De Camilli, 2012). Aunque su unidad básica 
sea el dímero, en solución con baja concentración salina (baja fuerza iónica) y sin 
requerimiento nucleotídico adicional, los dímeros de DNM se asocian formando 
tetrámeros. Estos tetrámeros oligomerizan a su vez dando lugar a polímeros helicoidales 
(Carr y Hinshaw, 1997) de dimensiones similares en ausencia (Hinshaw y Schmid, 
1995) o en presencia de moldes de membrana  (Stowell et al., 1995; Takei et al., 1998), 
hecho que estimula su actividad GTPasa (Muhlberg et al., 1997). 
 
Con el objetivo de analizar si la interacción hSNF5-DNM2 afectaba a la 
actividad GTPasa de DNM2, se llevó a cabo un ensayo colorimétrico in vitro que 
permite detectar la cantidad de fosfato (Pi) liberado en la hidrólisis de GTP. Para 
llevarlo a cabo se utilizaron proteínas (His-DNM2, GST-hSNF5 y GST) purificadas, 
ensayándose una concentración conocida de His-DNM2 frente a concentraciones 
crecientes de GST-hSNF5 o GST, como control. De este modo pudimos examinar si la 
presencia de hSNF5 alteraba la actividad GTPasa basal de DNM2, presentada por 
dímeros y tetrámeros en solución con elevada concentración salina (elevada fuerza 
iónica), y/o la actividad GTPasa de estructuras ensambladas más complejas en solución 
con baja fuerza iónica. 
 
Como se muestra en la Figura 37A, la actividad GTPasa basal no se vio afectada 
por la presencia de hSNF5, pues la concentración de Pi liberado en la reacción 
catalizada por His-DNM2 resultó ser prácticamente idéntica a las obtenidas en presencia 
de concentraciones crecientes de GST-hSNF5 o GST durante el ensayo. Bajo estas 
condiciones de salinidad (elevada fuerza iónica) se observa como DNM2 permaneció en 
el sobrenadante (S) en ensayos de sedimentación, posiblemente formando dímeros y/o 
tetrámeros que permanecen solubles en solución (Figura 37A, panel inserto). Sin 
embargo, en condiciones de baja fuerza iónica la presencia de GST-hSNF5, y no de 
GST, provocó la inhibición de la actividad GTPasa presentada por DNM2 ensamblada 
(Figura 37B). Cabe señalar la existencia de una relación directa entre la inhibición de 
esta actividad y la concentración de GST-hSNF5 empleada, pues a mayor concentración 
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mayor inhibición. Bajo estas condiciones de baja fuerza iónica más del 80% de las 
moléculas de DNM2 aparecieron en el precipitado (P) en ensayos de sedimentación, 
posiblemente formando anillos o hélices insolubles (Figura 37B, panel inserto). 
 
 
Para determinar hasta qué punto la interacción entre hSNF5 y DNM2 afectaba a 
la actividad ensamblada calculamos su constante catalítica (Kcat), definida por el 
número de moléculas de sustrato que cada sitio activo de una enzima convierte a 
Figura 37. hSNF5 inhibe la actividad 
GTPasa de DNM2 ensamblada.                   
(A) Hidrólisis de GTP, medida en forma 
de liberación de fosfato (Pi), catalizada 
por 1 μM His-DNM2 (línea azul) 
incubada en ausencia o presencia de 
concentraciones crecientes (0.1, 1 o 10 
μM) de GST (líneas discontinuas verdes) 
o GST-hSNF5 (líneas rojas) en 
condiciones de elevada fuerza iónica. En 
estas condiciones DNM2 se encuentra 
formando dímeros o tetrámeros que 
permanecen en la fracción soluble en un 
ensayo de sedimentación (panel superior 
derecho).   (B) Hidrólisis de GTP, medida 
en forma de liberación de fosfato (Pi), 
catalizada por 0.2 μM de His-DNM2 
(línea azul) incubada en ausencia o 
presencia de concentraciones crecientes 
(0.02, 0.2 o 2 μM) de GST (líneas 
discontinuas verdes) o GST-hSNF5 
(líneas rojas) en condiciones de baja 
fuerza iónica. En estas condiciones 
DNM2 se encuentra ensamblada, hecho 
que permite la precipitación de dichas 
estructuras en un ensayo de 
sedimentación  (panel superior derecho). 
Los datos representados en A y B 
corresponden al promedio y a la 
desviación estándar de los valores 
obtenidos en tres experimentos 
independientes. Se indican las ratios de 
las concentraciones empleadas en A y B 
(GST:His-DNM2 y GST-hSNF5:His-
DnNM2). S:sobrenadante; P:precipitado. 
(C) Actividad GTPasa de 0.2 μM de His-
Dnm2 en presencia de concentraciones 
crecientes de GST-hSNF5.  
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producto por unidad de tiempo, en presencia de cantidades crecientes de GST-hSNF5 o 
en su ausencia, en condiciones de baja salinidad. Como se muestra en la Figura 37C, al 
ensayar concentraciones idénticas (0,2 μM) de GST-hSNF5 e His-DNM2 (relación 1:1) 
se produjo un descenso de la Kcat de un 36%, alcanzándose  el 60%  cuando la relación 
fue de 10:1 (2:0,2 μM). Sin embargo, concentraciones elevadas de GST-hSNF5 (30:1) 
no consiguieron inhibir totalmente la actividad de DNM2 ensamblada, manteniéndose 
en el 30% de su valor inicial. 
 
Para analizar si hSNF5 impedía el ensamblaje de DNM2 decidimos realizar un 
ensayo de sedimentación in vitro en condiciones de baja fuerza. Para llevarlo a cabo se 
incubó la proteína His-DNM2 (2 μM) en presencia de dos concentraciones (0,5 y 2 μM) 
de GST o GST-hSNF5 a 37ºC 15 min. Tras este periodo, las muestras se centrifugaron 
obteniendo fracciones solubles (Sobrenadantes, S) y fracciones insolubles (Precipitados, 
P). Ambas fueron analizadas mediante geles de SDS-poliacrilamida y visualizadas 
mediante tinción con Coomassie. En paralelo, y como control experimental, se 
realizaron ensayos incubando independientemente las proteínas His-DNM2, GST o 
GST-hSNF5 en las mismas condiciones experimentales (Figura 38). 
 
 
 
 
 
 
Como se muestra en la Figura 38, ninguna condición ensayada perturbó el 
proceso de ensamblaje de DNM2, obteniendo fracciones precipitadas idénticas 
(condición 5 frente a 6-9), hecho que demuestra la inocuidad de las proteínas GST y 
GST-hSNF5 respecto al ensamblaje. Sorprendentemente, observamos un cambio 
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Figura 38. GST-hSNF5 no afecta el ensamblaje de His-DNM2 aunque el ensamblaje de His-DNM2 puede 
favorecer la precipitación de GST-hSNF5. Ensayo de sedimentación en ausencia o presencia de GST o  GST-
hSNF5. Los sobrenadantes (S) y precipitados (P) se analizaron mediante geles de SDS-poliacrilamida 
posteriormente teñidos con Coomassie. Los ensayos se realizaron en tampón de baja fuerza iónica conteniendo 
0,5 (1) ó 2 (3) μM de GST; 0,5 (2) ó 2 (4) μM de GST-hSNF5; 2 μM de His-DNM2 (5); 2 μM de His-DNM2 y 
0,5 (6) ó 2 (8) μM de GST; 2 μM de His-DNM2 y 0,5 (7) ó 2 (9) μM de GST-hSNF5.  
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drástico en la fracción GST-hSNF5 precipitada cuando se ensayó esta proteína en 
ausencia o presencia de His-DNM2  (condición 2 frente a 7 y 4 frente a 9). Cuando 
GST-hSNF5 fue incubada en solitario (condición 2 y 4), más de un 35 %  de la proteína 
apareció en el precpitado, confirmando el hecho de que hSNF5 forma oligómeros en 
solución (Das et al., 2009). Sin embargo, en presencia de His-DNM2, GST-hSNF5 
precipitó en más de un 95% (condiciones 7 y 9), hecho que podría sugerir que hSNF5 
coprecipita con DNM2 ensamblada. Cabe mencionar que esta coprecipitación podría 
reflejar agregación molecular inespecífica, por lo que estos datos podrían no demostrar 
interacción, aunque dicha interacción haya sido anteriormente verificada por las 
numerosas técnicas expuestas anteriormente. 
 
En conjunto, estos resultados demuestran que hSNF5 inhibe la actividad GTPasa 
de DNM2 ensamblada, sin impedir su ensamblaje. 
 
4.3 Análisis de los niveles proteicos de DNM2 en ausencia de hSNF5  
 
Para evaluar si la ausencia de hSNF5 provocaba algún efecto en el nivel de 
expresión de DNM2 se utilizó una aproximación por RNA de interferencia. Para ello, se 
transfectaron células HeLa con siRNAs específicos que provocaron la inhibición de la 
expresión de hSNF5 (sihSNF5) o DNM2 (siDNM2), o inespecíficos como control 
(siControl). Como muestra la Figura 39, el silenciamiento de hSNF5 no afectó a los 
niveles de mRNA de DNM2, descartando un papel transcripcional de hSNF5 en la 
expresión de DNM2. 
  
Para descartar la existencia de cualquier efecto directo o indirecto de DNM2 
sobre la expresión de hSNF5, silenciamos DNM2  mediante siRNA y observamos que la 
ausencia de DNM2 no provocó cambios estadísticamente significativos en los niveles 
de mRNA de hSNF5. 
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Aunque el silenciamiento de hSNF5 no causó efecto transcripcional alguno en la 
expresión de DNM2, quisimos evaluar si su ausencia podría afectar a los niveles 
proteicos de DNM2. Para ello, se llevó a cabo un fraccionamiento bioquímico a partir 
de  células HeLa transfectadas  con los siRNAs Control y hSNF5. El análisis mediante 
WB de los extractos nucleares y citoplásmicos obtenidos reveló un descenso de los 
niveles citoplásmicos de DNM2, provocado por el silenciamiento de hSNF5, visible en 
ambas fracciones (Figura 40A). Como control, se verificó que el silenciamiento de otros 
miembros del complejo SWI/SNF, como BRG1 y/o hBRM, no alteraba los niveles 
proteicos de DNM2 (Figura 40B). Para ello, se analizaron extractos totales, obtenidos a 
partir de células HeLa transfectadas  con los siRNAs Control, BRG1 y/o hBRM, 
mediante WB. 
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Figura 39. El silenciamiento de hSNF5 o DNM2 mediante RNA de interferencia (siRNA) no afecta a los 
niveles de RNA mensajero (% RNAm) de DNM2 o hSNF5, respectivamente. Cuantificación relativa por RT-
PCR del efecto del silenciamiento de hSNF5 o DNM2 en la expresión de hSNF5 y DNM2, en célula HeLa 
transfectadas con los siRNAs (si) Control, hSNF5 o DNM2. Los datos mostrados representan la media y la 
desviación estándar de tres experimentos independientes, normalizados respecto al siControl. Los resultados se 
analizaron estadísticamente mediante un t-student * p<0,005. 
 
 
 131 
 
  
 
 
 
 
En conjunto, estos resultados demuestran que inhibir la expresión de hSNF5, y 
no la de otros componentes del complejo SWI/SNF, como BRG1 y/o hBRM, afecta 
negativamente a los niveles de proteína DNM2. La inhibición de la expresión de DNM2 
también afecta a los niveles citoplásmicos de hSNF5. Debido a la interacción existente 
entre estas dos proteínas en el citoplasma, verificada ampliamente mediante diversas 
técnicas, estos resultados sugieren que el silenciamiento afecta negativamente a la 
estabilidad proteica. 
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Figura 40. La inhibición de la expresión de hSNF5, pero no la de hBRM y/o BRG1, mediante RNA de 
interferencia (siRNA) provoca un descenso de los niveles de DNM2. (A) Extractos nucleares (N) y 
citoplásmicos (C) obtenidos a partir de células Hela transfectadas con los siRNA (si) Control o hSNF5 mediante 
fraccionamiento bioquímico. (B) Extractos totales obtenidos a partir de células HeLa transfectadas con los siRNA 
(si) Control, hBRM y/o BRG1. Los extractos obtenidos en (A) y (B) se analizaron mediante Western Blot.A la 
derecha de cada panel se muestran las proteínas detectadas por los anticuerpos DNM2, C-hSNF5, BRG1, hBRM, 
HSP70 y GAPDH. HSP70 y GAPDH se utilizaron como controles de carga 
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5 ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA EN CÉLULAS HELA 
SILENCIADAS PARA hSNF5 Y DNM2. 
 
En este trabajo se ha demostrado que la inhibición de la expresión de hSNF5, 
pero no la de otros miembros del complejo SWI/SNF como BRG1 o hBRM, tiene un 
fuerte efecto sobre la endocitosis dependiente de DNM2. Por tanto, es posible que 
algunos cambios en la expresión de ciertos genes provocados por la carencia de hSNF5 
no se deban a su papel como subunidad de este complejo remodelador, sino a efectos 
derivados de la deficiente endocitosis. Para diferenciar los efectos de transcripción 
génica provocados en ausencia de hSNF5 por el complejo SWI/SNF de los efectos 
derivados de la deficiente endocitosis, se analizó la expresión génica de células HeLa 
transfectadas con siRNAs para hSNF5, DNM2 o Control durante 72 h. 
 
Los datos obtenidos  se consideraron significativos cuando el cambio lineal de 
expresión, en aumento o disminución, fue mayor o igual a 1,5 veces con una p <0.1 o 
<0.08 en células con niveles reducidos de hSNF5 o DNM2, respectivamente. El análisis 
de expresión mostró que de los 133 genes desregulados tras silenciar hSNF5, 92 
aumentaron su expresión mientras que 41 la disminuyeron, entre ellos hSNF5, cuya 
expresión descendió 2,5 veces. De los 649 genes desregulados en células silenciadas en 
DNM2, 514 aumentaron su expresión mientras que 135 la disminuyeron, entre ellos 
DNM2, cuya expresión fue de 2,2 veces menor. Hay que resaltar que los niveles de 
expresión de DNM2 no se vieron afectados en ausencia de hSNF5 ni viceversa. En 
común se desregularon 52 genes (Figura 42), 40 de los cuales aumentaron su expresión 
tanto en células silenciadas para hSNF5 como para DNM2 (Tabla 11, anexo página 
159). De estos 52 genes, 7 disminuyeron su expresión tanto en células silenciadas para 
hSNF5 o DNM2 (Tabla 12, anexo página 160). 
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Resulta interesante destacar que 13 (un 76,5 %) de los 17 genes más deregulados 
tras el silenciamiento de hSNF5 también presentaron desregulación tras silenciar 
DNM2: 11 aumentaron su expresión mientras que 2 la disminuyeron (Figura 43).  
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Figura 42. Número de genes desregulados  en células HeLa 
silenciadas para DNM2 o hSNF5.  El silenciamiento de DNM2 
o hSNF5 desreguló la expresión de 649 o 133 genes, 
respectivamente. Los genes comunes desregulados en su 
expresión, 52, se muestra en amarillo. 40 de ellos resultaron 
sobreexpresarse mientras 7 disminuyeron su expresión. La 
probabilidad de obtener 52 genes desregulados en común tras 
analizar la expresión de 21014 genes siguiendo una distribución 
hipergeométrica (R) es de 1,2*10-43 
Figura 43. Nivel de expresión de los 17 genes más desregulados tras silenciar hSNF5 en células HeLa 
durante 72 h. 13 de los 17 genes también se desregularon con la misma tendencia tras silenciar DNM2 durante 
72 h. hSNF5 fue el octavo gen más desregulado. Se muestra el cambio de expresión en número de veces respecto 
a la expresión mostrada por células transfectadas con siC. 
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Entre los genes comunes que aumentaron su expresión se encuentran genes 
implicados en metabolismo y crecimiento celular (HKDC1) o, cuya expresión da lugar a 
receptores (PROCR, PTPRR, FOLR1) o factores de crecimiento (AREG, EPGN). Su 
sobreexpresión ha sido ligada a cáncer. 
 
El análisis de expresión génica en células humanas silenciadas para hSNF5 o 
DNM2 sugiere que, al menos en células HeLa, una parte importante del fenotipo 
transcripcional tras silenciar hSNF5 puede deberse a la deficiente endocitosis mas que a 
efectos transcripcionales directos de este supresor tumoral como miembro del complejo 
SWI/SNF.  
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1. hSNF5 ES UNA PROTEÍNA NUCLEAR Y CITOPLÁSMICA 
 
Como componente de complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF, hSNF5 
es considerada una proteína nuclear (Muchardt et al., 1995; Wang et al., 1996) 
involucrada en el ensamblaje, la localización y la función de dicho complejo, sin 
descartar el desempeño de funciones con independencia del mismo (Doan et al., 2004). 
Sin embargo, ciertas evidencias han demostrado que, a pesar de su localización nuclear, 
hSNF5 puede localizar en el citoplasma en determinadas circunstancias. Entre ellas se 
encuentra la infección de células HeLa CD4+ por HIV-1, que dispara el transporte de 
hSNF5, mediado por la exportina, del núcleo al citoplasma (Figura 2). Aunque hSNF5 
interacciona con la integrasa (IN) del HIV-1, parece que esta interacción no es la 
causante del exporte de hSNF5 al citoplasma, dado que partículas víricas carentes de IN 
también provocan su exporte. Puesto que el exporte comienza tras 30 min de la 
infección, posiblemente sea debido a la señalización iniciada por la entrada de las 
partículas retrovirales (vía fusión de membrana plasmática o endocitosis mediada por 
receptor) y ocurra antes de que cualquiera de ellas llegue al núcleo (Turelli et al., 2001).  
 
En el modelo de regulación de exporte nuclear de hSNF5 postulado por Craig y 
colaboradores (Craig et al., 2002) se contemplan otras posibilidades. Sus 
investigaciones sugirieron la existencia de una NLS no identificada en los primeros 130 
aa de la proteína e identificaron una NES en su dominio R2 (Figura 1). La localización 
citoplásmica mostrada por versiones truncadas de hSNF5 que carecían de su extremo 
carboxilo terminal (∆319-385 aa) les llevó a postular que la NES se encuentra oculta e 
inactiva en presencia de la región carboxilo terminal. Según estos investigadores, el 
exporte de hSNF5 hacia el citoplasma estaría mediado en primera instancia por señales 
fisiológicas aún desconocidas que provocarían el desenmascaramiento de la NES 
induciendo un cambio conformacional de hSNF5 o la retirada de alguna proteína unida 
a ella (Craig et al., 2002). El transporte núcleo-citoplasma es un proceso muy dinámico, 
finamente regulado y coordinado, necesario para el correcto funcionamiento celular. 
Esta regulación implica, en ciertos casos, el encubrimiento o enmascaramiento de la 
NLS/NES por modificaciones postraduccionales, conformación o unión a otras 
moléculas (proteínas/ácidos nucléicos), inhibiendo su interacción con la carioferina 
(exportina/importina). En el primer caso, la fosforilación de aminoácidos que 
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conforman la NLS/NES o adyacentes, puede enmascararlas (NF-AT2) (Beals et al., 
1997), desenmascararlas (p105, p53) (Rivière et al., 1991; Stommel et al., 1999) o 
provocar un cambio en el patrón de unión a proteínas (p53) (Stommel et al., 1999). El 
segundo puede deberse a la formación de puentes di-sulfuro entre residuos de cisteínas 
bajo estrés oxidativo (factor de transcripción Yap1p) (Kuge et al., 2001). El último 
requeriría la retención de la proteína con NLS/NES en el núcleo o en el citoplasma 
(receptor de glucocorticoides, p53) debido a su interacción con moléculas que presentan 
localización específica (Nikolaev et al., 2003; Tago et al., 2004). A todo ello se suma la 
existencia de proteínas que son transportadas al núcleo acomplejadas con otras 
proteínas, donde la formación del complejo sería previa a su reconocimiento por la 
carioferina (Yoshida y Blobel, 2001; Mosammaparast et al., 2002). Mutaciones que 
afecten a la NES o que provoquen un exporte nuclear constitutivo de hSNF5, como la 
versión hSNF5 ∆319-385 encontrada en ciertos tumores rhabdoides (Versteege et al., 
1998),  podrían afectar a las funciones desempeñadas por hSNF5 tanto en el núcleo 
como en el citoplasma conduciendo a la génesis tumoral, como ocurre con p53 (Moll et 
al., 1992; Schlamp et al., 1997). 
 
 Tanto el exporte transitorio de hSNF5 desde el núcleo al citoplasma bajo 
infección por HIV-1 (Turelli et al., 2001) como la identificación de una NES “oculta” 
en su secuencia (Craig et al., 2002) han constituido hasta la fecha las dos únicas 
evidencias que demuestran que, bajo ciertas condiciones, hSNF5 puede localizar 
temporalmente en el citoplasma. Sin embargo, los resultados mostrados en esta tesis 
demuestran que una fracción hSNF5 está presente constitutivamente en el citoplasma en 
condiciones normales de crecimiento. Técnicas de fraccionamiento bioquímico (Figura 
12), inhibición de la expresión mediante siRNA (Figura 13) y de microscopía (Figura 
14, 15, 17 y 18) han permitido alcanzar dicha conclusión. Entre estas últimas se 
encuentran los experimentos de FLIP, que permitieron analizar el movimiento de 
hSNF5 entre el núcleo y el citoplasma demostrando que esta proteína es transportada 
continuamente del núcleo al citoplasma (Figura 18B). La pérdida de toda la 
fluorescencia citoplásmica en este experimento (Figura 18) sugiere que la fracción de 
hSNF5 existente en este compartimento es totalmente móvil. La existencia de múltiples 
pendientes en la cinética de pérdida de fluorescencia nuclear (Figura 18C) refleja la 
presencia de fracciones múltiples formadas por distintas poblaciones de la proteína que 
pueden mostrar comportamientos diferentes en el núcleo (proteína libre en el 
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nucleoplasma, incorporada en el complejo SWI/SNF o unida a la cromatina). Además, 
el hecho de que una mínima fracción de la fluorescencia nuclear (25%) permanezca en 
este compartimento tras finalizar el experimento sugiere la existencia de cierta fracción 
inmóvil o poco móvil, que probablemente se encuentre formando parte del complejo 
SWI/SNF anclado fuertemente a cromatina. La cinética mostrada por el mutante 
delecionado en la NES descrita fue diferente a la de la proteína completa (Figura 18C). 
Sin embargo su fluorescencia nuclear decae prácticamente a la mitad tras finalizar el 
experimento, hecho inesperado según lo publicado (Craig et al., 2002), y que sugiere la 
existencia de otras NES. El análisis de la secuencia de hSNF5 confirmó la posible 
existencia de otras NES cuya funcionalidad in vivo es por el momento desconocida. 
 
hSNF5 se expresa en multitud de tipos celulares. En esta tesis se ha puesto de 
manifiesto la existencia de una fracción citoplásmica de hSNF5 en diferentes líneas 
celulares (HeLa, 293T, COS7 y RPE1). Sin embargo, desconocemos si la distribución 
núcleo-citoplasma se mantiene constante o varía en respuesta a ciertos estímulos 
celulares o si esta distribución permanece constante en otros tipos celulares. Resultados 
experimentales realizados durante esta tesis (no mostrados) demostraron que en ciertas 
condiciones de estrés térmico u oxidativo, producido por arsenito sódico, la relación 
núcleo-citoplasma permaneció invariable. Se desconoce cómo la alteración del tráfico 
núcleo citoplasma de hSNF5 podría afectar a los procesos celulares, ya sea de forma 
directa o debido al comportamiento aberrante del complejo SWI/SNF en ausencia de 
hSNF5.  
 
En resumen, una fracción de hSNF5 está presente en el citoplasma en 
condiciones normales de crecimiento y se encuentra en constante intercambio dinámico 
con la población nuclear. A pesar de que la NES descrita está implicada en el tránsito, 
quizás no sea la única secuencia involucrada en el exporte. La fracción citoplásmica de 
hSNF5 podría desempeñar funciones en este compartimento con independencia del 
complejo SWI/SNF, adicionales a las llevadas a cabo en el núcleo. Por ello, el 
mantenimiento del equilibrio existente entre el núcleo y el citoplasma de hSNF5 podría 
ser esencial para el correcto funcionamiento celular. 
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2. hSNF5 INTERACCIONA CON PROTEÍNAS EN EL CITOPLASMA 
 
 El segundo objetivo llevado a cabo en esta tesis consistió en identificar proteínas 
que interaccionen con hSNF5 en el citoplasma celular y en el estudio posterior de la 
funcionalidad de dichas interacciones. En la Figura XX se muestran las interacciones 
identificadas en este trabajo, bien mediante espectrometría de masas o mediante ensayos 
de doble híbrido. Mediante experimentos de espectrometría de masas llevados a cabo 
con extractos citoplásmicos de células 293T se lograron identificar las interacciones 
entre hSNF5 y CAD, MMS19, RPS3, SLC25A5, KCTD5, α-Tubulina, Chaperonas 
(HSP70, HSP90, GRP78, CNX) y BAF155/SMARCC1. Mediante ensayo de doble 
híbrido se identificaron las interacciones entre hSNF5 y Cog2, Eif2b2, Scmh1, Smarcc2 
y Dnm2/DNM2. El hecho de identificar asociaciones con más de una proteína del 
mismo complejo refuerza la veracidad de dicha interacción, sin embargo, muchas de 
estas interacciones no han sido confirmadas por otros métodos.  
 
 
 
La interacción entre hSNF5 y DNM2 en el citoplasma ha sido estudiada con 
profundida en esta tesis. A continuación se discuten algunos aspectos interesantes de la 
posible asociación de hSNF5 con CAD, MMS19, SLC25A5 y RPS3 
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Figura 45. Representación esquemática de las interaccione entre hSNF5 y otras proteínas. Se muestran las 
interacciones entre hSNF5 y otras proteínas identificadas en esta tesis mediante diferentes técnicas (proteómica, 
doble híbrido, coinmunoprecipitación, colocalización y PLA) y recogidas en la bibliografía. Englobadas en 
esferas coloreadas en naranja, azul y marrón se muestran complejos multiprotéicos. 
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2.1 hSNF5 interacciona con CAD 
 
La enzima citoplásmica CAD cataliza los tres primeros pasos en la ruta de 
síntesis de novo de pirimidinas, que provee a la célula de los precursores esenciales para 
multitud de eventos relacionados con el crecimiento en eucariotas (Huang and Graves, 
2003).  Múltiples enzimas del metabolismo de los nucleótidos, incluyendo CAD, se 
encuentran sobreexpresadas en células tumorales, pudiendo presentar concentraciones 
de desoxirribonucleótidos trifosfatos (dNTPs) y nucleósidos trifosfato (NTPs) de 6 a 11 
ó de 1.25 a 5 veces superiores, respectivamente, a las presentes en células normales 
(Traut, 1994). Respecto a CAD, tanto su expresión como actividad son elevadas en 
distintos tipos de células tumorales, describiéndose casos de amplificación génica, 
relacionando el incremento en la síntesis de pirimidinas con la transformación celular 
(Otto et al., 1989; Smith et al., 1990; Livingstone et al., 1992; Zhang et al., 2013). 
 
La actividad de CAD está modulada por regulación alostérica y fosforilación. La 
primera de ellas incluye efectores alostéricos del dominio CPSII: inhibición por 
nucleótidos de uridina  (UTP) y activación por fosforribosil-5`-pirofosfato (PRPP) 
(Jones, 1980a; Jones, 1980b).  La segunda, involucra diferentes quinasas (MAP-K, 
PKA, PKC, S6) con efectos sinérgicos y antagónicos en la síntesis de pirimidinas. La 
estimulación por factores de crecimiento activan MAP-K activando proliferación. Antes 
de entrar en fase S, CAD es fosforilada en el dominio CPSII por MAP-K, aumentando 
la activación por PRPP acoplado a la pérdida de inhibición por UTP, y la síntesis de 
pirimidinas (Graves et al., 2000; Sigoillot et al., 2002). A la salida de fase S, CAD es 
desfosforilada en la serina específica fosforilada anteriormente por la MAP-K y 
fosforilada por la proteina quinasa A (PKA) también en el dominio CPSII, 
disminuyendo la síntesis de pirimidinas (Carrey et al., 1985; Banerjei et al., 1997).  La 
proteína quinasa C (PKC) estimula la vía de las MAP-K y fosforila a CAD en el 
dominio DHO, pudiendo tener un efecto sinergístico con la fosforilación de CAD por 
MAP-K, favoreciendo la síntesis de pirimidinas y la proliferación celular (Sigoillot et 
al., 2007). Estudios recientes han demostrado que el complejo mTOR, que regula en 
mamíferos el crecimiento celular, la proliferación y la supervivencia, estimula 
indirectamente la actividad de CAD por fosforilación a través de la quinasa S6 
(Nakashima et al., 2013; Robitaille et al., 2013; Ben-Sahra et al., 2013). 
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C-MYC juega un papel esencial en la regulación de la proliferación celular, 
estando frecuentemente sobreexpresado en tumores humanos (Aoki y Weber, 1981; 
Spencer et al., 1991; Henriksson y Luscher, 1996; Facchini y Penn, 1998; Oster et al., 
2002; Massano et al., 2006). Existen numerosos estudios que demuestran que el 
aumento en la expresión de C-MYC provoca un aumento en la expresión de CAD 
(Miltenberger et al., 1995; Boyd y Famham, 1997; Bush et al., 1998). Además, C-MYC 
es fosforilado en respuesta a mitógenos por la vía MAP-K, favoreciendo la síntesis de 
pirimidinas. El complejo SWI/SNF juega un papel dual en la regulación de CAD, 
controlando el crecimiento celular y la proliferación (Pal et al., 2003). A niveles bajos 
de C-MYC el complejo actúa reprimiendo CAD, mientras que niveles elevados de C-
MYC, como ocurre en multitud de cánceres, el complejo SWI/SNF activa su 
transcripción. 
 
En este trabajo se ha descubierto la existencia de interacción entre hSNF5 y 
CAD mediante coinmunoprecipitación en extractos citoplásmicos de células tumorales 
(Figura 21A, 22B). La ausencia de señal en el ensayo PLA (Figura 23A y B) no 
descarta la existencia de interacción indirecta, a través de otras proteínas citoplásmicas, 
ni de interacción directa, no visible debido al gran tamaño de CAD o conformación de 
los anticuerpos. El dominio CPSII, cuya actividad representa el paso limitante en la 
síntesis de pirimidinas, es esencial para la interacción con hSNF5 (Figura 22C). Es 
precisamente en este domino donde tienen lugar la mayoría de las regulaciones 
enzimáticas alostéricas y por fosforilación. Dado el carácter supresor tumoral de 
hSNF5, quizás la interacción con CAD disminuya su actividad. Quizás la unión 
favorezca la inhibición a través de efectores alostéricos o tal vez impida la fosforilación 
por MAP-K, regulando así la síntesis de pirimidinas y el crecimiento celular. Por otro 
lado, C-MYC se expresa a niveles elevados en diversos tumores humanos, incluyendo a 
los tumores rabdoides carentes de hSNF5, y tal vez en este estado el complejo SWI/SNF 
continúe activando la transcripción de CAD. De esta forma el complejo SWI/SNF 
regularía a CAD a través del control de su expresión a nivel de cromatina y a través del 
control de la actividad por la interacción con la fracción citoplásmica de hSNF5. 
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2.2 hSNF5 interacciona con MMS19, SLC25A5 y RPS3 
 
En eucariotas existen muchas proteínas que conteniendo como cofactores grupos 
hierro/azufre (Fe/S) llevan a cabo diversas funciones celulares en la mitocondria, el 
citoplasma y el núcleo. La síntesis de estos grupos Fe/S se inicia en la mitocondria a 
través de una maquinaria de ensamblaje de grupos Fe/S (ISC) mientras que la 
maduración es asistida por una maquinaria citosólica (CIA) (Lill y Mu¨hlenhoff, 2008; 
Lill, 2009; Sharma et al., 2010; Alfonzo y Lukeš, 2011; Balk y Pilon, 2011; Lill et al., 
2012; Rouault, 2012). Defectos en el ensamblaje de las proteínas Fe/S están asociados 
con severas y, a menudo, fatales enfermedades neurodegenerativas, metabólicas o 
hematológicas (Sheftel et al. 2010a; Cameron et al., 2011; Navarro-Sastre et al. 2011; 
Rouault, 2012). 
 
Entre las ocho proteínas que conforman CIA (Sharma et al., 2010) se encuentran  
Cia1, Cia2 y Mms19, formando un complejo (CTC) que parece mediar la transferencia 
e inserción específica de los grupos Fe/S a las proteínas diana (Srinivasan et al., 2007; 
Weerapana et al., 2010; Gari et al., 2012; Stehling et al., 2012).  
 
El hecho de que múltiples enzimas involucradas en reparación/replicación del 
DNA requieran grupos Fe/S para su función ha generado un nexo de unión entre la 
estabilidad genómica y la biogénesis de proteínas Fe/S (Rudolf et al., 2006; Klinge et 
al., 2007; Yeeles et al., 2009; Sheftel et al., 2010; White  et al., 2011; Netz et al., 2012). 
A la proteína MMS19 se la han asociado funciones reguladoras del complejo TFIIH, 
implicado en transcripción y reparación por escisión de nucleótido (NER) (Zurita y 
Merino, 2003; Lauder et al., 1996; Seroz et al., 2000; Kou et al., 2008). Como proteína 
accesoria de NER su ausencia aumenta la sensibilidad al daño del DNA, descubriéndose 
en levaduras que su presencia es necesaria para una correcta concentración de Rad3 
(XPD en humanos) en TFIIH (Kou et al., 2008). Además,  MMS19 tiene otras 
funciones con independencia de TFIIH. Así, el complejo MMXD, formado por 
MMS19,  XPD, CIA1, MIP18 (Cia2 en levaduras) y SLC25A5, una translocasa de 
nucleótidos de adenina que cataliza el cambio de ATP mitocondrial por ADP citosólico, 
está involucrado en segregación cromosómica. Recientemente se ha descrito a MMS19 
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como proteína central de la maquinaria CIA que interacciona con CIA1, SLC25A5 y 
proteínas citoplásmicas Fe/S (Van Wietmarschen et al., 2012). 
 
La proteína RPS3 forma parte de la subunidad pequeña ribosomal 40S y está 
implicada en traducción (Bommer et al., 1991). Como proteína “libre” se le han 
asociado funciones mitóticas como proteína de unión a microtúbulos del huso (Sauer et 
al., 2005; Jang et al., 2012), reparadoras del DNA por escisión de base (BAR) como 
endonucleasa III (Wilson et al., 1994; Kim et al., 2005; Seong et al., 2012), reguladoras 
de la expresión génica formando parte del complejo NF-κB, y apoptóticas inducidas por 
citoquinas y estrés (Jang et al., 2004, 2012). Además se ha descrito la posibilidad de que 
rpS3 utilice como cofactor grupos Fe/S (Lee et al., 2002). 
 
El análisis proteómico llevado a cabo en este trabajo muestra que las proteínas 
MMS19, SLC25A5 y RPS3 coinmunoprecipitan con la fracción citoplásmica de hSNF5 
en células tumorales en cultivo (Figura 21). La existencia de un grupo Fe/S en RPS3 
liga esta proteína al complejo CIA. Tanto la presencia como la función de hSNF5 en 
este cuarteto proteico se desconocen, pudiendo interaccionar de forma directa con una o 
más de una proteína de las tres descubiertas. Entre las diversas hipótesis planteadas se 
encuentran: (1) la existencia de un grupo Fe/S en hSNF5, hecho que requeriría la 
interacción entre esta proteína y el complejo CIA a través de MMS19 y/o SLC25A5; (2) 
la existencia de un grupo Fe/S en algún miembro del complejo SWI/SNF previo importe 
nuclear, por ejemplo en BAF155 que parece interaccionar con hSNF5 en extractos 
citoplásmicos; (3) y/o la implicación de hSNF5 en el complejo MMXP, del cual 
MMS19 y SLC25A5 forman parte. 
 
La ausencia de hSNF5 aumenta  la sensibilidad al daño en el DNA implicando al 
complejo SWI/SNF en NER (Hara et al., 2002; Klochendler-Yeivin et al., 2006; Gong 
et al., 2008; Ray et al., 2009). Estudios recientes han revelado que hSNF5 interacciona 
con XPC (Ray et al., 2009), que recluta a TFIIH al sitio dañado (Yokoi et al., 2000) que 
a su vez interacciona con su regulador MMS19. Por tanto, las posibles interacciones 
entre hSNF5-MMS19, y hSNF5-rpS3 halladas en este trabajo podrían indicar otro nexo 
de unión de hSNF5 con reparación (NER, BAR), implicando su pérdida inestabilidad 
genética.  
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2.3 hSNF5 interacciona con DNM 
 
Las dinaminas son GTPasas que se encuentran conservadas a lo largo de la 
evolución en eucariotas superiores. En mamíferos, la DNM se encuentra codificada por 
tres genes diferentes (DNM1, DNM2 y DNM3) que presentan múltiples variantes de 
splicing (Figura 5) (Cao et al., 1998). A pesar de que la elevada identidad (~80%) 
mostrada por estas tres isoformas soporta la idea de un mecanismo molecular común, la 
existencia de esta triplicación génica (con múltiples variantes de splicing) a lo largo de 
la evolución podría reflejar especialización funcional a nivel de tejido e isoforma, y a 
nivel de orgánulo según variante/s de “splicinig” presente/s (Ferguson y De Camilli, 
2012). DNM1, DNM2 y DNM3 muestran diferencias en su patrón de expresión. DNM1 
es considerada la isoforma neuronal (Nakata et al., 1991; Ferguson et al. 2007), DNM2  
es ubicua (Cao et al., 1998, Ferguson et al. 2007) mientras que DNM3 se expresa 
mayoritariamente en cerebro y en testículo, y en menor cuantía, en pulmón y corazón.  
 
En esta tesis se ha descubierto la interacción entre hSNF5 y la proteína 
citoplásmica DNM2 a través de ensayo de doble híbrido en levaduras (Figura 24). 
Experimentos de “pull down” y de coinmunoprecipitación realizados posteriormente 
demostraron que esta interacción era directa (Figura 27) y reproducible en células 
humanas (Figura 28). La elevada identidad existente entre las tres isoformas de DNM 
llevó a investigar la posible interacción entre hSNF5 y las otras dos isoformas, DNM1 y 
DNM3. Los resultados obtenidos mediante ensayos de coinmunoprecipitación (Figura 
32) demuestran que hSNF5 no sólo es capaz de interaccionar con DNM2, sino también 
con DNM1 y DNM3, sugiriendo que tal vez hSNF5 ejerza un papel común a las tres 
isoformas en el citoplasma. Si bien hay que mencionar que el desempeño del mismo 
podría regular funciones específicas de tejido u orgánulo, teniendo en cuenta las 
diferencias en el patrón de expresión y la existencia de diferentes isoformas con 
localizaciones celulares específicas (Figura 5). 
 
Un análisis de dominios reveló que el dominio HR3 de hSNF5 fue esencial para 
la interacción con DNM2 (Figura 25). En el modelo postulado por Craig y 
colaboradores (Craig et al., 2002) la región carboxilo terminal de hSNF5, que contiene 
el dominio HR3, podría ocultar la NES impidiendo el transporte de esta proteína del 
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núcleo al citoplasma. Este modelo contempla que un cambio conformacional, quizás 
mediado por la unión de otra proteína, podría desenmascarar la NES mediando el 
exporte. Teniendo en cuenta esta posibilidad y la esencialidad del dominio HR3 en la 
interacción con DNM2, quizás la interacción  entre ambas proteínas en el núcleo podría 
mediar el desenmascaramiento de la NES. Sin embargo, la expresión de una versión 
nuclear de DNM2 (F-NLS-DNM2) no alteró la dinámica de exporte de Ha-hSNF5, 
aunque indujo cambios en la distribución nuclear de Ha-hSNF5 provocando la aparición 
de estructuras nucleares punteadas en las cuales localizaron ambas proteínas (Figura 
26A). Quizás este hecho sea debido a que la existencia de una NLS adicional en DNM2 
sea dominante, provocando acumulo de ambas proteínas en el núcleo. Además, a pesar 
de no presentar NLS teóricas, el análisis de secuencia reveló dos posibles NES en 
DNM2 (no mostrado). Por tanto, y aunque DNM2 presente una localización 
mayoritariamente citoplásmica, no puede descartarse que una fracción esté  presente o 
entre en el núcleo bajo ciertas circunstancias desenmascarando la/s NES de hSNF5 
disparando el exporte de ésta. 
 
El análisis de dominios de DNM2 reveló que los dominios GTPasa y GED 
fueron fundamentales en la interacción con hSNF5 (Figura 25), sugiriendo un papel de 
hSNF5 en el ensamblaje de la DNM2 o quizás en su actividad GTPasa. Mientras el 
dominio GTPasa une e hidroliza GTP, el domino GED interacciona con él promoviendo 
el ensamblaje y estimulando su actividad actuando como una GAP (Sever et al., 1999; 
Narayanan et al., 2005) 
 
En células en cultivo la interacción entre DNM2 y hSNF5 endógenas localizó 
mayoritariamente en el citoplasma, mostrando una distribución punteada heterogénea 
(Figura 29). Además, ambas proteínas etiquetadas localizaron junto con tfn (Figura 30), 
una proteína de unión a hierro que facilita la entrada del mismo en las células, en 
estructuras punteadas. El proceso de internalización de tfn en la célula comienza por la 
interacción de la tfn, previamente unida a hierro, a su receptor, siendo posteriormente 
endocitada mediante CME hasta alcanzar los endosomas tempranos, donde el hierro es 
liberado. Posteriormente alcanza los endosomas de reciclaje para ser reconducida 
finalmente de vuelta a la superficie celular (Lakadamyali et al., 2006; Mayle et al., 
2012). La unión de la tfn a su receptor conduce a la activación de DNM2 y cortactina, 
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que se asocian justo antes de la escisión de la vesícula, por la quinasa src regulando así  
la dinámica de actina que controla la formación de la vesícula (Kruchten y McNiven, 
2006; Cao et al., 2010). Mattheyses y colaboradores demostraron que la clatrina y la 
DNM exhiben una variedad de comportamientos durante la endocitosis estando 
presentes en la escisión de la vesícula y manteniéndose en ella tras la escisión durante 
un tiempo variable (Mattheyses et al., 2011). Los resultados obtenidos en esta tesis 
muestran que casi el 50% de las vesículas que transportaban tfn fueron positivas para 
GFP-hSNF5 y DSRed-DNM2, sugiriendo un posible papel de la interacción entre 
ambas proteínas en vesículas formadas tras la endocitosis. 
 
 
3. EL SILENCIAMIENTO DE hSNF5 AFECTA NEGATIVAMENTE A LA 
ENDOCITOSIS DEPENDIENTE DE DNM2 
 
Uno de los resultados más sorprendentes de este trabajo fue el hecho de 
descubrir que la ausencia de hSNF5 afecta negativamente a vías endocíticas 
dependientes de DNM2. 
 
 Los resultados obtenidos tras silenciar hSNF5 en células humanas muestran una 
reducción en la internalización de tfn del 80% (Figura 33C) y de dxt del 40% (Figura 
36C), introducidos en la célula mediante CME y endocitosis de fase fluida, 
respectivamente, ambas formas dependientes de DNM2. La menor reducción en la 
internalización de dxt respecto a la observada para tfn seguramente sea debido a la 
introducción de esta molécula por otras vías independientes de DNM2, pues se ha 
descrito que la fase fluida puede penetrar en las células mediante vías dependientes e 
independientes de esta GTPasa. El hecho de que la vía macropinocítica activada en 
presencia de EGF, descrita como independiente de DNM2, no se vea afectada en 
ausencia de hSNF5 (Figura 36B y C) demuestra especificidad de función de hSNF5 
sobre vías dependientes de DNM2. Además, la ausencia de la/s ATPasa/s del complejo 
SWI/SNF, BRG1 y/o hBRM, no afecta a la internalización de tfn ni a la de dxt, 
sugiriendo que el efecto observado sobre la CME y la endocitosis de fase fluida no es 
debido a un efecto transcripcional llevado a cabo por este complejo remodelador.  
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La inhibición de vías dependientes de DNM2 en ausencia de hSNF5 puede ser 
debida, en parte, al aumento de la inestabilidad de la proteína DNM2 (Figura 40) sin 
que los niveles de mRNA de DNM2 se vean afectados (Figura 39). La causa de esta 
inestabilidad podría residir en la pérdida de interacción entre ambas moléculas, aunque 
no se descarta la posibilidad de que sea debido a un efecto indirecto provocado por la 
inhibición de la endocitosis. El hecho de que la inhibición de la expresión de la/s 
ATPasa/s del complejo SWI/SNF, BRG1 y/o hBRM, no altere ni los niveles de mRNA 
ni de proteína de DNM2 (Figura 39 y 40) demuestra independencia del complejo 
SWI/SNF.  
 
Otra de las causas de la inhibición de la enodocitosis tras el silenciamiento de 
hSNF5 puede residir en la regulación de la actividad GTPasa de DNM2 por parte de 
hSNF5. En ensayos de sedimentación in vitro, en ausencia de nucleótidos y en solución 
con baja fuerza iónica, la interacción existente entre ambas proteínas no afecta al 
ensamblaje de DNM2 (Figura 38). hSNF5 sedimenta parcialmente en ausencia de 
DNM2, posiblemente debido su capacidad intrínseca para interaccionar consigo misma 
a través de sus dominios R1 y R2 in vivo e in vitro, formando dímeros y estructuras 
multiméricas a concentraciones superiores a 0,1 μM (Das et al., 2009). Sin embargo, la 
presencia de DNM2 ensamblada provoca la sedimentación de hSNF5 prácticamente en 
su totalidad (Figura 38), sugiriendo que hSNF5 precipita con esta GTPasa en su estado 
ensamblado, quizás debido a la interacción existente entre ambas proteínas. 
  
Uno de los modelos que podría explicar cómo la DNM actúa durante la 
endocitosis (Narayanan et al., 2005), y que incorpora observaciones previamente 
publicadas (Kosaka e Ikeda, 1983; Hinshaw y Schmid, 1995; Takei et al., 1995; 
Sweitzer and Hinshaw, 1998;  Sever et al., 1999; Marks et al, 2001), contempla dos 
estados (Figura 45): un primer estado en el que esta proteína unida a GTP se 
comportaría como una GTPasa reguladora con capacidad para reorganizar la cubierta de 
clatrina, y un segundo estado en el que la hidrólisis del GTP estimulada por el 
ensamblaje dispararía finalmente la fisión de membrana. Para que la endocitosis pueda 
llevarse a cabo sería necesaria la existencia de un equilibrio preciso entre ambos 
estados, de forma que su perturbación llevaría a la alteración de este proceso celular. En 
el modelo propuesto, el dominio GED regularía negativamente el primer estado y 
positivamente el segundo. Confirmando este modelo, células humanas que 
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sobreexpresan mutantes en el dominio GED (K694A o R725A) de DNM, defectuosos 
en actividad GTPasa dependiente de ensamblaje, mostraron un aumento de la 
endocitosis sugiriendo que estos mutantes prolongarían el estado DNM unida a GTP 
controlando endocitosis (Sever et al., 1999). En Drosophila, mutaciones en el dominio 
GTPasa que reducen la afinidad por el GTP (shi ts2) mostraron defectos endocíticos que 
llevaron a un fenotipo de parálisis. Una segunda mutación (A738T o T749I) en la región 
carboxilo terminal del dominio GED (supresor de shi o sushi), descrito como dominio 
de interacción con el dominio GTPasa, afectó in vitro negativamente la actividad 
GTPasa basal y estimulada por ensamblaje sin afectar a dicho ensamblaje, rescatando el 
fenotipo de parálisis sin aumentar la capacidad de unión a GTP (Narayanan et al., 
2005). Por tanto, puesto que una reducción en la actividad GAP del dominio GED 
rescata endocitosis, este dominio regula negativamente la función de la DNM in vivo. 
DNM2 podría actuar inicialmente durante la endocitosis como “andamiaje molecular” 
interaccionando a través de su dominio PRD con proteínas endocíticas accesorias, con 
dominios SH3, que controlan el ensamblaje de la cubierta y la maduración de la 
vesícula. En estados más tardíos, se ensamblaría en el cuello de vesículas endocíticas 
donde la actividad GTPasa estimulada por el ensamblaje dispararía la fisión de la 
vesícula.  
 
 
 
 
 
 
 
Los ensayos realizados en este estudio demostraron que hSNF5 inhibe in vitro la 
actividad GTPasa de DNM2 ensamblada (Figura 37 B y C), indicando que hSNF5 
contribuye a mantener a esta GTPasa en su configuración abierta y activa unida a GTP. 
Sin embargo, la presencia de hSNF5 no fue capaz de inhibir totalmente la actividad 
GTPasa de la DNM2 ensamblada, manteniéndose en valores cercanos al 30% (Figura 
36 C). Todo ello sugiere que in vitro, la unión de hSNF5 modula pero no inhibe 
DNM-GDP DNM-GTP
(pre-ensamblada)
DNM-GTP
(ensamblada)
DNM-GDP+Pi
NDK
GED
GED
Figura 46. Modelo de actuación de la dinamina durante la endocitosis en dos pasos. Primero, DNM2 actuaría 
como una GTPasa regulatoria durante un estado pre-ensamblado en el cual la relación entre el nivel de hidrólisis 
de GTP y/o el estado unido a GTP son críticos. Estos parámetros son positivamente regulados por la nucleósido 
difosfato quinasa (NDK) y negativamente regulados por el dominio GED de la DNM. Finalmente, DNM se 
ensamblaría en forma de collar en el cuello de las vesículas endocíticas, hecho que estimularía la actividad 
GTPasa y que estaría mediado en parte por el domino GED (Narayanan et al., 2005). 
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completamente la actividad GTPasa de DNM2 ensamblada. Además, esta inhibición no 
es el resultado de defectos relacionados con el ensamblaje (Figura 38), a diferencia de la 
inhibición de la actividad mediada por otras proteínas que interaccionan con DNM2, 
como SNX9, BIN1/anfifisina2 y auxilina, que alteran su ensamblaje (Owen et al., 1998; 
Newmyer et al., 2003; Soulet et al., 2005). Por tanto, hSNF5 puede ser considerado 
como un modulador de la actividad de DNM2 manteniéndola unida a GTP en estados 
iniciales de la endocitosis y regulando la llegada de diferentes efectores esenciales en la 
endocitosis dependiente de DNM2. De esta forma, su modo de actuación podría 
asemejarse al mostrado por los mutantes puntuales del dominio GED descritos 
anteriormente, que a pesar de inhibir la actividad GTPasa ensamblada sin afectar al 
ensamblaje son capaces de aumentar/rescatar la endocitosis.  
 
Este efecto regulatorio no sólo podría estar involucrado en eventos de fisión de 
membrana dependientes de DNM2, sino también en múltiples funciones asociadas con 
DNM2, como la regulación del ensamblaje/desensamblaje de los filamentos de actina 
(Gu et al., 2010) o procesos dependientes de microtúbulos. Tal vez las alteraciones del 
citoesqueleto presentes en células rabdoides podría deberse a un defecto en la dinámica 
de la DNM2 en ausencia de hSNF5. Teniendo en cuenta la elevada identidad (~80%) 
que presentan las tres isoformas de DNM y la interacción existente entre éstas y hSNF5 
(Figura 32) es lógico pensar que la actividad GTPasa de DNM1 y DNM3 también se 
encuentren reguladas por hSNF5 implicando quizás a esta proteína supresora de 
tumores en la regulación de la sinapsis y en la liberación de células espermáticas. 
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4 POSIBLE IMPLICACIÓN EN CÁNCER DE LA DESREGULACIÓN-
INESTABILIDAD DE DNM2 EN AUSENCIA DE hSNF5. 
 
El complejo SWI/SNF es un potente supresor tumoral. Estudios recientes han 
revelado que el 19,6 % de los tumores encontrados en humanos presentan mutaciones 
en subunidades de este complejo (Wilson y Roberts, 2011; Romero y Sánchez-
Céspedes, 2013; Kadoch et al., 2013). Sin embargo, sólo la inactivación bialélica de 
hSNF5 origina tumores rabdoides, que contienen zonas compuestas por células con 
fenotipo rabdoide (indiferenciadas, con inclusiones citoplásmicas eosinófilas, cromatina 
descondensada y un gran nucléolo) inexistentes en los tumores originados por 
mutaciones en otros miembros del complejo SWI/SNF (Rorke et al., 1995,1996; Burger 
et al., 1998; Robert y Biegel, 2009). ¿Por qué mutaciones en hSNF5, y no en otros  
miembros del complejo SWI/SNF, provocan tumores tan agresivos? 
 
En este trabajo se ha descrito una nueva función de hSNF5 en endocitosis 
dependiente de DNM2 que quizás pueda estar involucrada en supresión tumoral. La 
ausencia de hSNF5 podría impedir, debido al efecto modulador sobre DNM2 y al 
posible aumento de su inestabilidad, el reciclaje de los receptores de membrana 
aumentando así la señalización que tiene lugar a través de éstos.  
 
Uno de los aspectos que ha llamado considerablemente la atención a lo largo de 
estos años es la contribución de la endocitosis a la señalización producida a través de 
receptores, que iniciada en la membrana plasmática persiste a través de la ruta 
endocítica aportando diversificación y especificidad al proceso. La señalización 
comienza con la activación de receptores de membrana plasmática unidos a sus 
ligandos. Como resultado de esta señalización los receptores son internalizados en 
endosomas tempranos donde se decide su destino: degradación en el lisosoma o 
reciclaje hacia la superficie celular a través de endosomas de reciclaje.  
 
Se ha descrito que la endocitosis juega un papel, aunque ambiguo, en cáncer 
(Lanzetti y Di Fiore, 2008). Por un lado es un atenuador de la señalización, puesto que 
media degradación de receptores, y por lo tanto una candidata a vía supresora tumoral. 
Sin embargo, por otro lado también mantiene la señalización (señalización en 
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endosomas, reciclaje como medida preventiva a la degradación, activación de receptores 
como Notch) pudiendo comportarse como una potencial vía oncogénica. Además, la 
alteración de ciertas proteínas endocíticas involucradas en la regulación del ciclo 
celular, mitosis y apoptosis, puede originar cáncer. La endocitosis también desempeña 
un papel en progresión tumoral por estar involucrada en la restricción espacial de las 
señales necesarias para el movimiento celular así como en autofagia (Levine y Kroemer, 
2008; Mizushima et al., 2008). Respecto al papel desempeñado por la endocitosis en 
supresión tumoral, se ha detectado que diversos genes de Drosophila, implicados en 
endocitosis como los homólogos a DNM, son supresores tumorales cuyas mutaciones 
potencian el crecimiento o llevan a la pérdida tanto de polaridad como de diferenciación 
(Lu y Bilder, 2005; Giebel y Wodarz, 2006). Así mismo, la endocitosis de integrinas a 
través de vías dependientes e independientes de clatrina reguladas por las GTPasas Rab 
y Arf6 se ha asociado a movilidad metastática (Cheng et al., 2004, Caswell et al., 2007).  
 
Se ha descrito que BIN1/anfifisina2 interacciona con DNM2 desempeñando un 
papel en reciclaje endocitico (Wigge et al.,1997; Pant et al., 2009) y que en tumores 
rabdoides BIN1/anfifisina2 se expresa en menor cantidad que en células sanas 
(McKenna et al., 2012). Esto puede sugerir que BIN1/anfifisina2 representa un 
mecanismo de control de la endocitosis dependiente de DNM2 adicional al descrito en 
este trabajo.  En el análisis de expresión génica en ausencia de hSNF5 llevado a cabo en 
este estudio no se observó desregulación de BIN1/anfifisina2 ni de otros genes que 
codifican proteínas implicadas directamente en endocitosis como, arrestinas, CALM, 
Dab2, endofilinas, EPS15, HIP o Numb entre otras (Lanzetti y Di Fiore, 2008; 
Pyrzynska et al., 2009). Aunque si la menor expresión de BIN1/anfifisina2 está 
directamente ligada a la carencia de hSNF5 o es consecuencia de alterar la endocitosis 
necesitaría ser clarificado.  
 
El análisis de expresión génica tras silenciar DNM2 o hSNF5 sugiere que, al 
menos en células HeLa, una parte importante del fenotipo transcripcional tras silenciar 
hSNF5 puede deberse a la deficiente endocitosis mas que a efectos transcripcionales 
directos de este supresor tumoral como miembro del complejo SWI/SNF. De los 52 
genes comunes desregulados en ausencia de hSNF5 o DNM2, 7 redujeron su expresión 
mientras que 40 de ellos mostraron sobreexpresión tanto en ausencia de hSNF5 como de 
DNM2 (Figura 42, 43). Entre ellos se encuentran genes que dan lugar a proteínas 
 153 
 
implicadas en señalización, como receptores o ligandos, cuya sobreexpersión ha sido 
asociada a diversos tipos de cáncer. Por tanto, respecto a la implicación en cáncer, es 
posible que el aumento en la señalización a través de receptores de membrana no sea 
debido únicamente a la inhibición de la endocitosis dependiente de DNM2 en ausencia 
de hSNF5, sino también al aumento en la expresión de los mismos. 
 
Por otra parte, el silenciamiento de DNM2 en células HeLa provocó una fuerte 
inducción de genes que codifican filamentos intermediarios tales como ACTG2 (“actin, 
gamma2, smooth muscle, enteric”), ACTA2 (“actin, alpha 2, smooth muscle, aorta”), 
KRT17 (“queratin-17”), KRT7 (“queratin 7) y MYL6 (“myosin, light chain 6, alkali, 
smooth muscle and non-muscle). En ausencia de DNM2 la expresión de estos genes 
aumentó en 103, 3,9, 5,6, 3,1 y 1,7 veces, respectivamente. Es interesante destacar que 
una de las características más distintivas de los tumores rabdoides, además de carecer de 
la proteína hSNF5, es la sobreexpresión de filamentos intermediarios y actina g (Judkins 
et al., 2004). El silenciamiento de hSNF5 no provoca la sobreexpresión de estos genes, 
si bien hay que recalcar que los experimentos de silenciamiento se han llevado a cabo 
en células HeLa. Sería necesario realizar los estudios transcripcionales en células 
primarias más similares a las células que dan lugar a los tumores rabdoides. 
 
Por otro lado, la inactivación de DNM2 o la ausencia de esta proteína se han 
asociado a fallos en la citocinesis (Thompson et al., 2002; Liu et al., 2008, Joshi et al., 
2011). Es interesante mencionar que la aneuploidización o los defectos en segregación 
cromosómica observados, en ciertos casos, en células de tumores rabdoides (Vries et al., 
2005) son consecuencia de defectos en la citocinesis. 
 
En conclusión, las funciones desempeñadas por hSNF5 tanto en el núcleo, 
formando parte del complejo SWI/SNF, como en el citoplasma, modulando endocitosis, 
podrían contribuir a explicar la especificidad y la agresividad del tipo de tumor 
desarrollado tras la inactivación de hSNF5. 
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1- hSNF5 es una proteína nuclear y citoplásmica. hSNF5 presenta una localización 
nuclear y citoplásmica en las líneas celulares HeLa, 293T y COS7. hSNF5 presenta un 
continuo tráfico entre el núcleo y el citoplasma en células HeLa.  
 
2- hSNF5 interacciona con proteínas citoplásmicas. Mediante coinmunoprecipitación 
a partir de extractos citoplásmiscos seguida de espectrometría de masas se han 
identificado las interacciones entre hSNF5 y CAD, MMS19, RPS3, SLC25A5, KCTD5, 
α-Tubulina, chaperonas (HSP70, HSP90, GRP78, Calnexina) y BAF155. Mediante 
ensayo de doble híbrido se ha identificado la posible interacción entre hSNF5 y Cog2,  
Eif2b2 y DNM2.  
 
3- hSNF5 y DNM2 interaccionan en el citoplasma de las líneas celulares 293T, HeLa 
y COS7. hSNF5 también interacciona con DNM1 y DNM3 en la línea celular 293T. 
Tanto los dominios Nt y HR3 de hSNF5 como los dominios GTPasa y GED de DNM2 
son esenciales en la interacción, que es directa y tiene lugar en presencia de GDP, GTP 
o GTPγS.  
 
4- hSNF5 y DNM2 colocalizan en vesículas endociticas que portan tfn en el 
citoplasma de células COS7. 
 
5- In vitro, hSNF5 inhibe la actividad GTPasa de DNM2 ensamblada sin afectar a 
su ensamblaje. 
 
6- El silenciamiento de hSNF5, pero no el de otros miembros del complejo SWI/SNF 
como BRG1 o hBRM, inhibe vías endocíticas dependiente de DNM2, como CME y la 
endocitosis basal de fluidos, en células HeLa.  
 
7- El silenciamiento de hSNF5, pero no el de otros miembros del complejo SWI/SNF 
como BRG1 o hBRM, produce una disminución de los niveles de la proteína DNM2 
sin afectar a los niveles del mRNA en células HeLa.  
 
8- El análisis de expresión génica en células humanas silenciadas para hSNF5 o DNM2 
indica que, al menos en células HeLa, una parte importante del fenotipo 
transcripcional en ausencia de hSNF5 parece deberse a la deficiente endocitosis 
más que a efectos transcripcionales directos provocados por la carencia de esta proteína 
en el núcleo. 
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ANEXO 
Tabla 11. Genes comunes sobreexpresados tras silencial hSNF5 o DNM2 en células HeLa 
 
 
SÍMBOLO GÉNICO PROTEÍNA QUE CODIFICA CAMBIO LINEAL 
  SihSNF5 SiDNM2 
HKDC1 Hexoquinase domain containing 1 3.52 3.02 
PSG4 Pregnancy specific beta 1 glycoprotein 4 3.21 4.00 
ANXA3 Annexin A3 3.07 9.52 
AREG Amphiregulin 2.80 8.24 
FOLR1 Folate receptor 1 2.32 3.18 
ALPK2 Alpha kinase 2 2.27 2.11 
EPGN Epithelial mitogen homolog 2.20 2.62 
FBXO32 F box protein 32 2.11 1.72 
PROCR Protein C receptor 1.94 1.52 
PTPRR Protein tyrosine phosphatase, receptor type R 1.87 2.00 
PDE2A Phosphodiesterase 2A, cGMP stimulated 1.84 4.47 
SLC25A16 Solute carrier familia 25 member 16 1.83 1.57 
NEDD9 
Neural precursor  cell expressed, developmentally 
down regulated 9 
1.79 1.88 
GPNMB Glycoprotein transmembrane nmb 1.77 1.71 
TRIML2 Tripartite motif family like 2 1.75 2.04 
GDF15 Growth differentiation factor 15 1.72 4.12 
MFAP5 Microfibrillar associated protein 5 1.69 6.74 
THBS1 Thrombospondin 1 1.67 1.56 
CDKN1A Cyclin dependent kinase inhibitor 1A 1.65 2.85 
ITGB8 Integrin, beta8 1.65 2.70 
MAPRE3 Microtubule associated protein 3, RP/EB family      1.64 1.79 
PSG7 Pregnancy specific beta 1 glycoprotein 7 1.62 2.73 
KRT80 Keratin 80 1.62 1.85 
GRAMD3 Gram domain contain 3 1.61 2.42 
HSD17B6 Hydroxysteroid (17 beta) dehydrogenase 6 homolog 1.61 1.68 
PHLDA1 Pleckstrin homology like domain, family A member 1 1.60 2.36 
GDA Guanine deaminase 1.56 1.70 
AHNAK2 AHNAK nucleoprotein 2 1.55 1.77 
EMP1 Ephitelial membrane protein 1 1.55 2.57 
MPP1 Membrane protein, palmitoylated 1, 35 kDa 1.54 1.63 
BIRC3 Baculoviral IAP repeat containing 3 1.53 2.20 
NEXN Nexilin (F actin binding protein) 1.53 2.34 
DAPP1 
Dual adaptor of phosphotyrosine and 3 
phosphoinositidose 
1.52 2.14 
LAMB3 Laminin beta 3 1.52 2.23 
HIST2H4A Histone cluster, H4 1.52 1.56 
IL18 Interleukin 18 1.52 2.69 
NTN4 Netrin 4 1.51 2.14 
RBMS3 RNA binding motif, single stranded interacting protein 1.51 1.94 
RGNEF Rho guanine nucleotide exchange factor 1.50 1.86 
C9orf150 Chromosome 9 open reading frame 150 1.50       1.52 
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Tabla 12. Genes comunes que disminuyen su expresion tras silencial hSNF5 o DNM2 en células 
HeLa
SÍMBOLO GÉNICO PROTEÍNA QUE CODIFICA CAMBIO LINEAL 
  SihSNF5 SiDNM2 
ACSL5 Acyl CoA synthetase long chain family member 5 2.64 2.08 
CACNA1D Calcium cannel,voltage dependent, L type, alpha 1D 1.61 1.81 
CREB3L1 cAMP  responsive element binding protein 3 like 1 1.55 1.56 
MYLK3 Myosin light chain kinase 3  1.65 2.54 
           PPYR1 Pancreatic polypeptide receptor 1 1.60 1.56 
           USH1C Usher syndrome 1C 2.37 2.06 
           VIPR2 Vasocative intestinal peptide receptor 2 1.50 1.60 
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